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Kryptosporidien sind einzellige parasitäre Erreger mit ubiquitärer Verbreitung, welche sowohl 
in der Tiermedizin als auch in der Humanmedizin als Primärpathogen des neonatalen Durchfalls 
und bei Patient/en/innen mit geschwächtem Immunstatus eine schwere bis lebensbedrohliche 
Erkrankung verursachen können (RYAN und HIJJAWI, 2015). In Entwicklungsländern stellen 
sie neben Rotaviren eine der häufigsten Ursachen für Durchfall mit Todesfolge bei unter 
fünfjährigen Kindern dar (KOTLOFF et al., 2013; TROEGER et al., 2017). In der 
Nutztierhaltung sind sie aufgrund erhöhter Kälbermortalität und hoher Behandlungskosten 
wirtschaftlich von Bedeutung (DE GRAAF, 1999). Da sich die kausale Behandlung einer 
Kryptosporidiose aufgrund der begrenzten Anzahl an Therapeutika, welche den Erreger zudem 
nicht vollständig eliminieren und zum Teil erhebliche Nebenwirkungen oder 
Kontraindikationen aufweisen, als schwierig erweist, sind für die Kontrolle der Erkrankung auf 
Kälber haltenden Betrieben hygienische Maßnahmen einschließlich einer gezielten Desinfektion 
unbedingt erforderlich, wenn auch alleine oft nicht ausreichend (KEIDEL und DAUGSCHIES, 
2013). In der Regel werden Desinfektionsmittel mit antiprotozoärer Wirkung angewendet, 
welche nach einer Prüfrichtlinie der Deutschen Veterinärmedizinische Gesellschaft (DVG) 
getestet wurden. Beim gezielten Umgang mit dem Erreger in Forschungseinrichtungen und 
Diagnostiklaboren vermindert eine effektive Desinfektion das Risiko einer Ansteckung des 
Personals und ist damit ein wichtiges Element im Arbeitsschutz. 
Epidemiologische Studien in Europa haben gezeigt, dass Ausbrüche humaner Kryptosporidiose 
oft wasser- oder lebensmittelassoziiert sind (CACCIÒ und CHALMERS, 2016) und dass die 
Ausscheidung einer großen Anzahl umweltresistenter Oozysten durch Nutztiere ursächlich 
dafür sein kann (STRATHMAN et al., 2016). Unter den zahlreichen anerkannten Spezies der 
Gattung Cryptosporidium sind C. parvum und C. hominis besonders relevant (ZAHEDI et al., 
2016). Die molekulargenetische Charakterisierung von Isolaten dieser Spezies ist ein wichtiger 
Schritt zur Erstellung von Verbreitungsstrukturen und zur Verfolgung möglicher 
Infektionswege im Sinne eines One-Health-Ansatzes. Für den Landwirt/die Landwirtin und den 
betreuenden Tierarzt/die betreuende Tierärztin steht nach einem Nachweis des Parasiten im Kot 
jedoch vor allem die klinische Relevanz einer Kryptosporidien-Infektion im Fokus. Die 
Infektion kann subklinisch verlaufen, durch eine Vielzahl anderer Einflussfaktoren auf dem 
Betrieb (z. B. andere Darmpathogene, Kolostrummanagement, Umstallungsstress) aber auch 
massiven wässrigen Durchfall und entsprechende Folgesymptomatik auslösen. Der Parasit hat je 
nach Isolat wahrscheinlich eine unterschiedliche Virulenz, was auch zur variablen Schwere der 
Symptome beitragen könnte (FAYER und UNGAR, 1986). Pathologisch zeigt sich die 
Kryptosporidiose im Wesentlichen in einer Abstoßung von Darmepithelzellen, 




Invasion von C. parvum in die Wirtzelle. Dieser Vorgang kann in der Zellkultur sehr gut 
nachvollzogen werden (HIJJAWI et al., 2001; HUANG et al., 2004). 
In den vorliegenden Studien wurden verschiedene Laborchemikalien und die Bestrahlung mit 
ultraviolettem (UV) Licht auf die Wirksamkeit gegen C. parvum-Oozysten getestet. Dadurch 
sollten mögliche Anwendungsoptionen für die Inaktivierung des Parasiten im Labor identifiziert 
werden. Des Weiteren wurden anhand von Gensequenzanalysen des Gp60-Genlokus C. 
parvum-Feldisolate von Kälbern aus sächsischen Milchviehbetrieben molekulargenetisch 
charakterisiert, sodass eine molekularepidemiologische Analyse für Sachsen nun erstmals 
möglich ist. Eine Auswahl an Feldisolaten wurde in vitro unter standardisierten 
Laborbedingungen in humanen Adenokarzinomzellen (HCT-8) auf Zytopathogenität als 
Ausdruck der Virulenz untersucht und in Bezug zu klinischen Felddaten gesetzt. Die eigenen 
Studien greifen insgesamt Aspekte der Epidemiologie, Virulenz und Inaktivierung von 
Infektionsstadien auf, die für das Verstehen und die Bekämpfung der Kälberkryptosporidiose 





2. 1 Taxonomie des Erregers 
 
Vertreter der Gattung Cryptosporidium wurden aufgrund der Parallelen im Entwicklungszyklus 
jahrzehntelang den Kokzidien zugeordnet (TYZZER, 1910). Jedoch stellte TYZZER (1907) 
bereits bei der Erstbeschreibung der Spezies C. muris in Mäusen Gemeinsamkeiten mit den 
Gregarinen heraus. Insbesondere die epizelluläre Lage während des gesamten 
Entwicklungszyklus ohne eine vollständige Penetration der Wirtszellmembran unterscheidet 
Kryptosporidien von anderen Vertretern der Unterordnung Coccidia (TYZZER, 1907; 
POHLENZ et al., 1978). Durch die Entwicklung molekulargenetischer Methoden erhärtete sich 
im Laufe der Zeit die These, dass Kryptosporidien phylogenetisch eine nähere Verwandtschaft 
zu den Gregarinen aufweisen und mit diesen eine separate Klade bilden (CARRENO et al., 
1999; ZHU et al., 2000; LEANDER et al., 2003). BARTA und THOMPSON (2006) fassten 
weitere Unterschiede der Kryptosporidien zu den Kokzidien zusammen (z.B. dünn- und 
dickwandige Oozysten, Fehlen der Mikropyle, Fehlen des Apikoplasten, Resistenz gegenüber 
vieler Kokzidiostatika) und forderten eine Neuklassifizierung der Kryptosporidien innerhalb der 
Apicomplexa. Dies wurde von CAVALIER-SMITH (2014) umgesetzt, indem der Autor eine 
neue Unterklasse, Cryptogregarina, mit der Gattung Cryptospordium als bisher einzigen 
Vertreter deklarierte. 
Im Laufe der Jahre wurden Kryptosporidien in einer Vielzahl von Wirtstieren entdeckt. 
Aufgrund fehlender Kriterien für die Speziesdifferenzierung wurden zahlreiche Parasiten als 
neuer Genotyp der Gattung Cryptosporidium beschrieben und nach dem Wirt, aus dem sie 
isoliert wurden, benannt (XIAO et al., 2004). Insbesondere durch molekulargenetische Studien 
wurde vielen dieser Genotypen später der Speziesstatus zuerkannt, sodass die Anzahl 
anerkannter Spezies innerhalb der Gattung Cryptosporidium ständig zunimmt. Z. B. wurde der 
vorher als C. parvum Genotyp I bekannte Parasit anhand der molekularen und biologischen 
Unterschiede als separate Spezies C. hominis postuliert (MORGAN-RYAN et al., 2002). C. 
andersoni wurde ursprünglich C. muris zugeschrieben und erst im Jahr 2000 als eigene Spezies 
deklariert (LINDSAY et al., 2000). Auch C. bovis, ehemals „Cryptosporidium genotype bovine 
B“ (FAYER et al., 2005), und C. ryanae, vorher „Cryptosporidium deer-like genotype“ 
(FAYER et al., 2008), erlangten kürzlich Speziesstatus. 
Momentan sind fast 40 valide Cryptosporidium spp. bekannt (KVÁČ et al., 2018; 
HORČIČKOVÁ et al., 2019), wobei C. hominis und C. parvum wohl am bedeutendsten sind 
(ZAHEDI et al., 2016). Mit der Klassifizierung von Subgenotypen bzw. Subtypen wird 
Rücksicht auf molekulargenetische Unterschiede innerhalb einer Kryptosporidien-Spezies 





2. 2 Morphologie und Entwicklungszyklus intestinaler Kryptosporidien 
 
Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts war TYZZER (1907; 1910) in der Lage, mit Hilfe der 
Lichtmikroskopie den Entwicklungszyklus des Parasiten im Wirt nachzuvollziehen (TZIPORI 
und WIDMER, 2008). CURRENT und REESE (1986) veröffentlichten jedoch erst Jahrzehnte 
später das bis heute akzeptierte Modell eines kompletten Entwicklungszyklus der 
Kryptosporidien in artifiziell infizierten Mäusen. 
Der Lebenszyklus der Kryptosporidien beinhaltet asexuelle (Zellkernteilung) und sexuelle 
Entwicklungsstadien, die hauptsächlich in den Mikrovilli des Ileums und Jejunums aufzufinden 
sind (SANFORD und JOSEPHSON, 1982). Die Infektion eines Wirtes erfolgt durch die orale 
Aufnahme von Oozysten aus der Umwelt. Aus der Oozyste werden über eine Sollbruchstelle in 
der Oozystenwand vier kommaförmige Sporozoiten mit einem abgerundeten (posterior) und 
einem zugespitzten (anterior) Ende freigesetzt (CURRENT und REESE, 1986). Es entsteht ein 
kugelig geformter Trophozoit, welcher sich im Zuge der asexuellen Merogonie zu zwei 
verschiedenen Meronten-Typen weiterentwickelt. Meronten des Typ I enthalten sechs bis acht 
Merozoiten und durchlaufen eine zyklische Merogonie zur Generierung weiterer 
Entwicklungsstadien dieses Typs. Typ-II-Meronten enthalten vier Merozoiten und 
differenzieren sich zu geschlechtlichen Mikrogamonten mit bis zu 16 spermienähnlichen 
Mikrogameten und zu Makrogamonten. Aus der Verschmelzung von Mikrogamet und 
Makrogamont resultiert eine Zygote, welche eine Sporogonie durchläuft. Aus der Zygote 
entwickelt sich eine Oozyste mit vier Sporoblasten, die in situ zu Sporozoiten sporulieren 
(FAYER und UNGAR, 1986). Ca. 20 % der Oozysten besitzen keine Oozystenwand, sondern 
lediglich eine Membran. Die Freisetzung von Sporozoiten aus diesen „dünnwandigen“ 
Oozysten erfolgt bereits im Darmlumen, was zur Autoinfektion des Wirtes führt (CURRENT 
und REESE, 1986). Die Oozysten mit einer Oozystenwand („dickwandige Oozysten“) werden 
über den Kot ausgeschieden und stellen wiederum eine Infektionsquelle für andere 
empfängliche Wirte dar (FAYER und UNGAR, 1986). 
Die Morphologie der Oozysten ist je nach Spezies geringfügig unterschiedlich. Oozysten von C. 
parvum sind ca. 5 µm groß (FAYER und UNGAR, 1986). Die Ausscheidung kann bei 
experimentell infizierten Kälbern bereits drei Tage nach der Infektion erfolgen und bis zu 13 
Tage andauern (FAYER et al., 1998a). 
Kryptosporidien sind jedoch auch in der Lage sich in extraintestinalen Epithelien zu vermehren. 
C. andersoni befällt beispielsweise den Labmagen von Rindern (LINDSAY et al., 2000). Aber 




et al., 1984a; BASKIN, 1996), der Respirationstrakt (HEINE et al., 1984a; PAVLÁSEK, 1987; 
MASCARÓ et al., 1994) und die Gallengänge (LÓPEZ-VÉLEZ et al., 1995) wurden 
beschrieben. 
 
2. 3 In-vitro-Kultivierung des Erregers  
 
Nachdem man zunächst versuchte Kryptosporidien in Endodermalzellen der 
Chorioallantoismembran zu kultivieren (CURRENT und LONG, 1983), gelang 
WOODMANSEE und POHLENZ (1983) die Entwicklung des Parasiten in rektalen 
Tumorzellen des Menschen. Danach wurde eine Vielzahl verschiedener Zelllinien mit C. 
parvum infiziert, um deren Eignung zur In-vitro- Kultivierung zu testen (ARROWOOD, 2002). 
Es ergab sich, dass die Madin-Darby canine kidney cells-Zellinie (MDCK) mit einer 90 %igen 
Infektionsrate (GUT et al., 1991) gut geeignet ist. In einem Vergleich dieser Zelllinie mit zehn 
weiteren erwies sich die Kultivierung von Human ilieoceal adenocarcinom-Zellen (HCT-8) in 
RPMI-1640-Medium bei 37 °C unter Zusatz von 10 % fetalem Kälberserum (FKS), 15 mM 2-
(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure-Puffer, 2.2 g/1 Natriumbikarbonat und 
verschiedenen Antibiotika und Antimykotika als am besten geeignet (UPTON et al., 1995). YU 
et al. (2000) verglichen vier verschiedene Zelllinien mit dem Ergebnis, dass Zellen eines 
Adenokarzinoms des menschlichen Magens (AGS) gegenüber MDCK- und HCT-8-Zellen mehr 
Parasitenstadien produzierten. 
Voraussetzung für eine erfolgreiche Entwicklung des Erregers in vitro ist die Exzystierung von 
infektiösen Sporozoiten aus der Oozyste (HIJJAWI, 2010). Dieser Vorgang kann in vitro durch 
verschiedene Zusätze im Wachstumsmedium der Wirtszellkultur sowie durch die Veränderung 
der Kultivierungsbedingungen beeinflusst werden. Die Vorbehandlung der Oozysten mit 
Natriumhypochlorit (NaOCl) wird einerseits zur Vorbeugung mikrobieller Kontaminationen 
und in Kombination mit dem Gallensalz Natriumtaurocholat zur Verbesserung der 
Exzystierungsrate verwendet (GOLD et al., 2001; PECKOVÁ et al., 2016). ARROWOOD 
(2002) erklärt diese Vorbehandlung dagegen als unnötig. Eine Temperatur von 37 °C hat 
gegenüber einer kälteren Umgebung ebenfalls einen positiven Einfluss auf die 
Exzystierungsrate (REDUKER und SPEER, 1985). Des Weiteren dienen eine Absenkung des 
pH-Wertes (pH ~ 2) und die Vorbehandlung mit Trypsin dazu, die Magenpassage nach oraler 
Aufnahme in vitro nachzuahmen, wobei diese Faktoren jedoch nicht essentiell für die 
Freisetzung von Sporozoiten sind (SMITH et al., 2005). Durch Zentrifugation einer infizierten 




dadurch die Distanz zwischen Sporozoiten und Zellmonolayer verkürzt werden kann (KING et 
al., 2011). 
Um die Biologie von Kryptosporidien während des gesamten Entwicklungszyklus erforschen zu 
können, ist eine Langzeitkultivierung nötig, die auch die Entwicklung einer neuen Generation 
von Oozysten abbildet. Dies wurde sowohl in der Zellkultur (CURRENT und HAYNES, 1984; 
ROSALES et al., 1993; UPTON et al., 1994; YANG et al., 1996) als auch in zellfreien Kulturen 
(HIJJAWI et al., 2004; ALDEYARBI und KARANIS et al., 2016) berichtet. HIJJAWI et al. 
(2001) gelang es C. hominis über 25 Tage in HCT-8-Zellen in Kultur zu halten. Auch in 
aktuelleren Studien gibt es vielversprechende Ansätze, die eine Erregerpassage im Tier durch 
Verwendung von Hohlfasern (MORADA et al., 2016) oder COLO-680N-Zellen (MILLER et 
al., 2018) ersetzen könnten. Eine Reproduktion der in diesen Studien berichteten Ergebnisse 
durch andere Arbeitsgruppen war bisher jedoch nicht erfolgreich. 
 
2. 4 Invasionsmechanismen und Modulation der Apoptose 
 
Die Anheftung der vom Wirt aufgenommenen Oozyste an die gastrointestinale Epithelzelle 
erfolgt durch N-acetyl-galaktosamin-haltige Moleküle auf der Oozystenoberfläche (STEIN et 
al., 2006). Nach der Freisetzung der Sporozoiten führen diese zirkuläre und helikale 
Bewegungen aus, die im Englischen als gliding motiliy bezeichnet werden und heften sich dann 
mit dem anterioren Ende an die Wirtszelle (WETZEL et al., 2005). HUANG et al. (2004) 
beschrieben die Vorgänge während der Invasion von C. parvum in die Wirtszelle mit Hilfe eines 
Transmissionselektronenmikroskops ausführlich. Während der Phase der Anheftung werden 
wichtige sekretorische Organellen (micronomes, dense granules, rhoptry) in die Apikalregion 
des Sporozoiten verlagert und es bilden sich zahlreiche Vakuolen, die im akkumulierten 
Zustand letztlich die parasitophore Vakuole darstellen. Außerdem bewirkt der Kontakt zwischen 
Sporozoit und Wirtszelle eine Modulation der Wirtszellmembran, wodurch die Bildung eines 
„parasitophoren Sackes“ initiiert wird. Diese kreisrunde Membranfalte umschließt das apikale 
Ende des Sporozoiten fast vollständig (VALIGUROVÁ et al., 2008). Zwischen den 
Zytoplasmen des Parasiten und der Wirtszelle befindet sich eine Art Membran (dense band), die 
zu der Lagebezeichnung „intrazellulär, aber extrazytoplasmatisch“ geführt hat (HUANG et al., 
2004). Diese Anheftungsstrategie und die daraus resultierende epizelluläre Lage ist dem 
Invasionsprozess der Gregarinen sehr ähnlich (VALIGUROVÀ et al., 2007). 
Bakterien, Viren und Parasiten können während der Infektion die Apoptose der Wirtszelle 
modulieren, um die Verbreitung von intrazellulären Erregern in einem Wirt zu erhöhen, der 




ermöglichen (LÜDER et al., 2001). CHEN et al. (1998) sahen morphologische Veränderungen 
des Zellkerns in Verbindung mit Apoptose 48 h nach Inkubation von Epithelzellen der 
menschlichen Gallenblase (H69) mit C. parvum-Sporozoiten. Bei der Erforschung der 
Signalwege während der Apoptose beobachteten CHEN et al. (1999; 2001) eine parakrin und 
autokrin vermittelte Apoptose durch die Aktivierung des Fas-Rezeptors und des Fas-Liganden 
(CHEN et al., 1999). Außerdem führt die Infektion mit C. parvum durch die Aktivierung von 
Nekrosefaktor (NF)-κB 24 h p. i. zu einer Apoptoseinhibition, wobei benachbarte Zellen, die 
nicht selbst infiziert sind, durch die Ausschüttung von Interleukin 8 (IL-8) der Apoptose 
unterliegen (CHEN et al., 2001). Dieses Phänomen wurde von McCOLE et al. (2000) auch in 
intestinalen Zelllinien (HCT-8, Caco-2) beschrieben. MELE et al. (2004) konnten mit der 
Messung der Caspase-3-Aktivität zeigen, dass bereits zu Beginn der Bildung der parasitophoren 
Vakuole, 2 h p. i. und 6 h p. i., in HCT-8 Zellen Apoptose ausgelöst wird. Anhand von 
Genexpressionsprofilen während einer C. parvum-Infektion in vitro geht man von einer 
biphasischen Modulation der Apoptose aus. LIU et al. (2009) berichteten von einer 
Unterdrückung apoptotischer Signaltransduktionswege in frühen Stadien der Infektion, um eine 
Entwicklung bis zum Meronten-Stadium zu gewährleisten, und von einer vermehrten 
Expression proapoptotischer Gene 48 h p. i.und 72 h p.i., womit eine Freisetzung der 
Merozoiten zur Infektion anderer Enterozyten ermöglicht wird. ELLIOT und CLARK (2003) 
sahen den Verlust der Membranintegrität nach Austritt von Parasitenstadien als ursächlich für 
den Zelltod. KARANIS und ALDEYARBI (2011) vermuten deshalb, dass beide Mechanismen 
zum Tod der Wirtzelle führen. 
 
2. 5 Klinik, Pathogenese und Bekämpfung von C. parvum beim Kalb 
 
Kryptosporidien können eine Vielzahl von Wirbeltierarten befallen (CHALMERS und 
KATZER, 2013). Im Jahr 1971 wurde der Parasit erstmals mikroskopisch im Darm eines 
Kalbes im Zusammenhang mit einer Villusverkürzung nachgewiesen (PANCIERA et al., 1971). 
Rinder können sich altersabhängig mit vier bekannten Kryptosporidien-Spezies infizieren. C. 
andersoni befällt vorrangig adulte Tiere, C. bovis und C. ryanae sind eher in Absatzkälbern zu 
finden (FAYER et al., 2006; SANTÍN et al., 2008). Am bedeutendsten für die Tiermedizin ist 
jedoch C. parvum in neonatalen Kälbern. Natürlich infizierte Tiere können eine große Zahl von 
Oozysten ausscheiden (laut NYDAM et al., 2001, bis zu 8*105 Oozysten/g Kot), die eine hohe 
Umweltresistenz aufweisen, sodass sich wahrscheinlich alle Kälber in einem betroffenen 
Bestand mit Kryptosporidien infizieren (SANTÍN et al., 2008). Im Zuge der entzündlichen 
Vorgänge im Darm kommt es vor allem im Ileum und Jejunum zur Verkürzung des 




Eine Infektion kann subklinisch verlaufen, infolge der pathohistologischen Veränderungen aber 
auch profusen, wässrigen Durchfall mit entsprechender Folgesymptomatik (Dehydratation, 
Inappetenz, Lethargie) verursachen. Sind andere Enteropathogene am Durchfallgeschehen 
beteiligt, sind die Symptome meist noch ausgeprägter (GÖHRING et al., 2014). Durch einen 
negativen Einfluss auf die Körpergewichtszunahme des Kalbes (WINDEYER et al., 2014; 
SHIVLEY et al., 2018), eine erhöhte Mortalität (DE GRAAF et al., 1999) und zusätzlich 
anfallende Behandlungskosten kann Kälberdurchfall zu beachtlichen ökonomischen Verlusten 
führen (KANEENE und HURD, 1990). 
Kryptosporidien sind gegen die meisten Kokzidiostatika resistent und die Möglichkeiten zur 
kausalen Therapie sind sehr limitiert. In Deutschland sind nur Halocur® und Halagon® mit dem 
Wirkstoff Halofuginonlaktat zur Behandlung der bovinen Kryptosporidiose zugelassen. 
Halofuginonlaktat verzögert und reduziert die Ausscheidung von Oozysten und führt zu einer 
Verbesserung des Gesundheitsstatus (JARVIE et al., 2005; LEFAY et al., 2001). Durch die 
metaphylaktische Behandlung über sieben aufeinanderfolgende Tage wird der Erreger jedoch 
nicht vollständig eliminiert, sodass ohne effiziente Desinfektion über die gesamte 
Aufzuchtphase hinweg die Ausscheidung infektiöser Oozysten gegenüber unbehandelten Tieren 
ab der dritten Lebenswoche sogar erhöht sein kann (KEIDEL und DAUGSCHIES, 2013). 
Außerdem hat das Molekül eine geringe therapeutische Breite und bei einer zu späten 
Anwendung (Kälber, die bereits länger als 24 h Durchfall zeigen) ist ein angestrebter 
Behandlungserfolg nicht zu erwarten. Unter experimentellen Bedingungen konnte mit 
Paromomycin eine Elimination des Erregers erst bei einer Dosis von 100 mg/kg Körpergewicht 
erreicht werden (FAYER und ELLIS, 1993). Paromomycin gehört zur Gruppe der 
Aminoglykosidantibiotika und ist in Deutschland nur zur Behandlung von durch E. coli 
verursachtem Durchfall zugelassen. Neuere Studien mit Substanzen, die eine kalziumabhängige 
Proteinkinase der Kryptosporidien hemmen (BKIs), zeigen vielversprechende Ergebnisse 
bezüglich der Wirkung auf C. parvum in experimentell infizierten Kälbern (LENDNER et al., 
2015; SCHAEFER et al., 2016). 
Im Gegensatz zu pharmakologisch wirksamen Substanzen bieten Vakzine die Möglichkeit der 
nachhaltigen Prävention gegen den Erreger ohne die Gefahr von Rückständen im Tier und in 
der Umwelt (INNES et al., 2011). Des Weiteren ist die Ausbildung von Resistenzen, die 
beispielsweise beim Einsatz von  Kokzidiostatika im Geflügel ein Problem darstellen 
(CHAPMAN et al., 2010), nicht zu erwarten. 
Durch die Verabreichung von Oozysten, die mittels Gammabestrahlung (400 Gy) behandelt 
wurden, erreichten JENKINS et al. (2004) eine hinreichende Immunisierung von Kälbern. Die 
Tiere zeigten nach experimenteller Infektion mit 105 C. parvum-Oozysten 20 Tage nach der 




kurz nach der Geburt auf natürliche Weise mit Kryptosporidien infizieren. Die aktive 
Immunisierung (experimentelle Infektion mit bestrahlten Oozysten) muss entsprechend des 
Lebenszyklus des Parasiten jedoch einige Zeit vor der natürlichen Infektion erfolgen, damit das 
Tier eine kompetente Immunantort ausbilden kann (INNES et al., 2011). Die Anwendung der 
aktiven Vakzination unter Feldbedingungen war daher nicht erfolgreich (THOMSON et al., 
2017). PERRYMAN et al. (1999) verfolgten einen anderen Ansatz. Die Autoren verabreichten 
Kälbern Kolostrum von Kühen, welche mit einem C. parvum-Antigen (rC7) dreimal im 
Abstand von zwei Wochen immunisiert wurden. Diese Kälber schieden signifikant weniger 
Oozysten nach experimenteller Infektion aus und erkrankten im Vergleich zu infizierten 
Kontrollkälbern, die Kolostrum von nicht immunisierten Kühen erhielten, nicht an Durchfall. 
Erfolgreich war auch die Verabreichung von Kolostrum von Kühen, die viermal im Abstand 
von drei Wochen mit einem ähnlichen rekombinanten Protein (P23) immunisiert wurden, an 
experimentell mit C. parvum infizierte Kälber (ASKARI et al., 2016). BURTON et al. (2011) 
konnten nach Vakzinierung von Färsen mit dem rekombinanten CP15/60-Antigen signifikant 
erhöhte Serumantikörper-Werte bei Kälbern feststellen, wenn diese Kolostrum der 
immunisierten Färsen erhielten. Trotz dieser ermutigenden Ergebnisse und der Identifizierung 
weiterer möglicher Vakzinogene (MANQUE et al., 2011), gibt es bisher keine zugelassene 
Vakzine zur Prävention der Kryptosporidiose (THOMSON et al., 2017). 
Aufgrund der begrenzten Therapieoptionen und fehlender Impfstoffe stehen in der 
Nutztierhaltung das Reinigungs- und Desinfektionsmanagement im Vordergrund, um eine 
Kontamination der Umwelt mit Oozysten so gering wie möglich zu halten. Da Nutztiere, 
insbesondere Rinder, ein wichtiges Reservoir für die zoonotische Übertragung von C. parvum 
darstellen (HUNTER und THOMPSON, 2005), minimieren Maßnahmen zur Bekämpfung auch 
das Risiko einer Infektionsquelle für den Menschen. 
 
2. 6 Humane Kryptosporidiose 
 
Für Infektionen beim Menschen sind zumeist C. hominis und C. parvum verantwortlich 
(CACCIÒ und CHALMERS, 2016). Gefährdet sind insbesondere unterernährte Kleinkinder und 
Patient/en/innen mit HIV-Infektion oder anderen Erkrankungen, die zu einer Unterdrückung des 
Immunsystems führen (HUNTER und NICHOLS, 2002). In afrikanischen und asiatischen 
Entwicklungsländern wurden Kryptosporidien als zweithäufigste Erreger in Stuhlproben von 
Kindern unter zwei Jahren mit mittlerem bis schwerem Durchfall detektiert und als Ursache 
erhöhter Sterblichkeit benannt (KOTLOFF et al., 2013). Auch global gesehen sind 




Jahren beteiligt (TROEGER et al., 2017). In Europa kam es in den letzten zehn Jahren immer 
wieder zu Ausbrüchen von Kryptosporidiose (CACCIÒ und CHALMERS, 2016). Dabei 
konnten kontaminiertes Trinkwasser (WIDERSTRÖM et al., 2014), Swimmingpoolwasser 
(McCANN et al., 2014) und Lebensmittel (McKERR et al., 2015; ÅBERG et al., 2015), aber 
auch der direkte Kontakt zu Kälbern in Zusammenhang mit mangelnder Hygiene als 
Ansteckungsquellen identifiziert werden (KINROSS et al., 2015). In Deutschland sind seit 2013 
alle Fälle humaner Kryptosporidiose meldepflichtig. Anhand dieser Daten wurden im Jahr 2017 
1707 Fälle humaner Kryptosporidiose festgestellt, was einer Inzidenz von 2,1 % entspricht 
(RKI, 2018b). Da insbesondere bei erwachsenen Durchfallpatient/en/innen jedoch nicht 
routinemäßig auf Cryptosporidium getestet wird, muss von einer Unterschätzung der 
Kryptosporidiose in dieser Altersgruppe ausgegangen werden (RKI, 2018a). 
In der Humanmedizin wird Nitazoxanid zur kausalen Therapie der Kryptosporidiose eingesetzt. 
Dieser Wirkstoff ist in Europa jedoch nicht zugelassen und darf in den USA nur bei 
Patient/en/innen, die ein Jahr oder älter sind, eingesetzt werden. Da das Immunsystem des 
Wirtes bei der Manifestation einer klinischen Kryptosporidiose eine entscheidende Rolle spielt, 
konnten durch die Entwicklung der antiretroviralen Therapie bei HIV-infizierten Personen 
teilweise Erfolge hinsichtlich der Bekämpfung einer Kryptosporidien-Infektion erzielt werden 
(SPARKS et al., 2015). Obwohl eine Wirksamkeit gegen Kryptosporidien für weitere 
Wirkstoffe (z.B. Paromomycin, Azithromycin, Rifamycine ) in vivo bereits gezeigt werden 
konnte (SPARKS et al., 2015), bedarf die Bewertung dieser Substanzen bezüglich der 
effektiven Bekämpfung der humanen Kryptosporidiose weiterer Studien. Auch in der 
Humanmedizin stehen also die symptomatische Therapie und Maßnahmen zur 
Infektionsvermeidung im Vordergrund. 
Insbesondere bei C. parvum handelt es sich um einen Erreger mit zoonotischem Potential, bei 
dem die direkte Infektion des Menschen durch ein Oozysten ausscheidendes Tier oder die 
Kontamination der Umwelt durch Oozysten haltigen Tierkot nicht unerhebliche Aspekte der 
Epidemiologie darstellen. Daher erfordert die Bekämpfung des Parasiten die Berücksichtigung 
aller Bereiche (One-Health-Konzept) und die Zusammenarbeit von bzw. den Wissensaustausch 
zwischen Veterinärmedizin, Humanmedizin und Umweltwissenschaften (PLUTZER et al., 
2018). 
 
2. 7 Diagnostik und molekulargenetische Charakterisierung von Feldisolaten 
 
Der Diagnose „enterale Kryptosporidiose“ muss immer die Detektion von Oozysten im Kot des 




modifizierte Ziehl-Neelsen-Färbung (CASEMORE et al., 1984). Des Weiteren wird die 
sogenannte Heine-Färbung (HEINE, 1982), bei welcher der Kot mit Karbolfuchsin angefärbt 
wird, in Laboren zum Nachweis von Oozysten verwendet (JOACHIM et al., 2003b; RAUE et 
al., 2017). Kommerziell erhältliche Kits, die Cryptosporidium-Antigene mittels enzymatischer 
Immunadsorptionsverfahren (EIA) nachweisen, ermöglichen eine einfache und schnelle 
Diagnose vor Ort. 
Höhere Sensitivitäten und Spezifitäten weisen jedoch Methoden auf, die auf dem Nachweis von 
Desoxyribonukleinsäure (DNA) mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) beruhen (KHAN et 
al., 2018). Verschiedene Genloki (z. B. SSU rRNA, COWP, hsp70 und gp60) wurden 
identifiziert, um in Kot- oder Umweltproben mit entsprechenden Primerpaaren Kryptosporidien 
nachweisen zu können. Da Cryptosporidium spp. sich in der DNA-Sequenz dieser Genmarker 
unterscheiden, können sie zur Speziesdifferenzierung herangezogen werden, wenn die PCR-
Produkte anschießend mittels Restriktionsenzymen einem Verdau unterzogen werden 
(Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus, RFLP) oder eine Sequenzierung erfolgt (KHAN 
et al., 2018). 
XIAO et al. (1999a; b) entwickelten ein RFLP-Verfahren mit zwei Restriktionsenzymen (SspI, 
Vsp I), mit welchem es möglich ist C. parvum von C. hominis (ehemals C. parvum Genotyp I) 
und andere Cryptosporidium spp. anhand der Bandenmuster zu unterscheiden. Für die 
Differenzierung relevanter Spezies beim Rind führten FENG et al. (2007) erstmals ein RFLP-
Verfahren mittels des Enzyms MboII durch. 
Um Sequenzveränderungen kurzer Abschnitte der DNA, auch als Minisatelliten und 
Mikrosatelliten bezeichnet, oder einzelner Nukleotide (Einzelnukleotidpolymorphismus, SNP) 
zu detektieren, die innerhalb der gleichen Spezies der Identifikation von Subtypen dienen 
können, ist eine Sequenzierung der PCR-Produkte nötig. In populationsgenetischen Studien 
wird häufig der Genmarker gp60 (auch Cpgp15/40 genannt) zur Subtypisierung von 
Cryptosporidium spp. verwendet (CHALMERS et al., 2018; KHAN et al., 2018). Er codiert für 
ein 60 kD schweres Glykoprotein, welches sich auf der Oberfläche des Cryptosporidium-
Sporozoiten befindet und für dessen Motilität sowie bei der Adhäsion an die Wirtszelle eine 
wichtige Rolle spielt (STRONG et al., 2000). Die Nukleinsäuresequenz von gp60 enthält eine 
Abfolge der drei Trinukleotide TCA, TCG, TCT, die für die Aminosäure Serin codieren. Diese 
Abfolge variiert innerhalb derselben Cryptosporidium spp. sehr stark (STRONG et al., 2000). 
Nach Häufigkeit der einzelnen Serin-codierenden Trinukleotide und der angrenzenden 
ACATCA-Sequenz entwickelten SULAIMAN et al. (2005) eine Nomenklatur zur Benennung 




Basierend auf dieser Nomenklatur sind für C. parvum bisher 20 Subtypgruppen identifiziert 
wurden, die in die Klassen IIa bis IIt eingeordnet wurden. Für C. hominis sind zehn Subtypen 
der Klassen Ia bis Ik bekannt (MISIC und ABE, 2007; XIAO und FENG, 2017). Die Subtypen 
IIaA15G2R1 (C. parvum; FENG et al., 2013) und IbA10G2 (C. hominis; LI et al., 2013) sind 
sehr weit verbreitet. Die Unterschiede in der Gp60-Gensequenz spiegeln sich in der 
Wirtsadaptation des Parasiten wider. C. parvum IIa wird demnach sehr häufig in Rindern 
gefunden. Tabelle 1 zeigt eine Auswahl der in Europa detektierten C. parvum IIa in diesem 
Wirt. Die Subtypgruppe IId ist eher in Schafen und Ziegen verbreitet und IIc verursacht für 
gewöhnlich Infektionen im Menschen (XIAO und FENG, 2017). Außerdem weisen einige 
Studien über humane Infektionen von C. hominis (CAMA et al., 2007; 2008; IQBAL et al., 
2011; FENG et al., 2012) und C. parvum (DEL CHIERICO et al., 2011) darauf hin, dass 
Zusammenhänge zwischen dem Subtyp und dem klinischen Bild der Kryptosporidiose bestehen. 
Tabelle 1: Gp60-Subtypen der Subtypgruppe IIa von C. parvum in Kotproben von Rindern in 
Europa 
Land Gp60-Subtyp Nachweisratena Referenz 
Portugal 
IIaA15G2R1 61/72 Proben ALVES et al., 
2006 IIaA16G2R1 7/72 
Belgien 




IIaA13G2R1, IIaA14G2R1 1/90 
Serbien 
IIaA16G1R1b 3/8 Betriebe MISIC und 
ABE, 2007 IIaA18G1R1, IIaA20G1R1 1/8 
Ungarn 













IIaA17G3R1, IIaA19G3R1 5/217 
IIaA20G5R1 3/217 
IIaA18G2R1, IIaA20G2R1 2/217 
IIaA16G3R1, IIaA17G1R1, IIaA18R1, 





Tabelle 1 ff. 




IIaA15G2R1 43/53 Proben 
BROGLIA et 
al., 2008 






IIaA15G2R1 49/68 Betriebe 




IIaA16G2R1, IIaA18G3R1 2/68 
IIaA19G3R1 1/68 
Niederlande 















IIaA15G2R1 13/22 Betriebe 




IIaA14G2R1 + IIaA19G1R1, 
IIaA15G2R1 + IIaA18G1R1 
1/22 
Spanien 
IIaA15G2R1 26/27 Proben DÍAZ et al., 








IIaA15G2R1 38/51 Proben 







Tabelle 1 ff. 
Frankreich 
IIaA16G2R1 2/51 FOLLET et al., 
2011 IIaA13G1R1, IIaA16G1R1 1/51 
Rumänien 
IIaA15G2R1, IIaA16G1R1 2/6 Betriebe IMRE et al., 
2011 IIaA15G2R1 + IIaA16G1R1 2/6 
Tschechische 
Republik 
IIaA15G2R1, IIaA16G1R1 7/17 Betrieben 










IIaA15G2R1  47/52 Proben 














IIaA13G1R1, IIaA13G1R2, IIaA14R1, 
IIaA14G1R1b, IIaA16G1R1b, 
IIaA17R1, IIaA18G1R1, IIaA18G1R1d, 
IIaA23G1R1 
1/81 
IIaA21G1R1b + IIaA16G1R1 1/81 
Frankreich 
IIaA15G2R1 + IIaA18G1R1 
( in demselben Betrieb mit zeitlichem Abstand detektiert) 




IIaA15G2R1 42/81 Proben 









IIaA17G1R2, IIaA15G2R0 1/81 
Polen 
IIaA17G1R1 21/71 Proben 
siehe Seite 17 













IIaA18G1R1c, IIaA19G1R1 1/71 
Rumänien IIaA16G1R1 1/17 Proben 
VIEIRA et al., 
2015 




IIaA15G2R1 9/12 Betriebe 
DÍAZ et al., 
2018 
IIaA16G3R1 1/12 
IIaA15G2R1 + IIaA16G3R1 1/12 
Estland 










a In die Gesamtzahl sind Proben/Betriebe mit eingeschlossen, in denen auch C. parvum einer 
anderen Subtypgruppe nachgewiesen wurde. 
Die Sequenzierung des gesamten C. parvum-Genoms durch ABRAHAMSEN et al. (2004) 
ermöglichte in den vergangenen Jahren die Entwicklung von hochauflösenden 
Subtypisierungsmethoden, bei welchen gleichzeitig mehrerer Mikro- und Minisatelliten 
analysiert werden (XIAO und RYAN, 2008). Dies erlaubt die Differenzierung sogenannter 
Multi locus genotypes (MLG), die besser zur Charakterisierung der populationsgenetischen 
Struktur des Parasiten geeignet sind als die Untersuchung nur eines Genmarkers (WIDMER und 
SULLIVAN, 2012). Zu unterscheiden ist dabei zwischen der Untersuchung von Markern 
basierend auf der Länge des jeweiligen Genfragments (Multilocus fragment typing, MLFT) und 
der DNA-Sequenzanalyse der Genmarker (Multilocus sequence typing, MLST). Letztere wird 
als Goldstandard angesehen, weil damit eine größere Anzahl verschiedener Genotypen 
identifiziert werden kann, die insbesondere bei Mikrosatelliten unter 3 bp Länge im MLFT 
denselben Genotypen ergeben (ROBINSON und CHLAMERS, 2012). In vielen Studien wird 
jedoch MLFT angewendet: aus Kostengründen, wegen der einfacheren Anwendung und weil 
damit einer größeren Anzahl von Proben ein vollständiger Genotyp zugeordnet werden kann 




Veröffentlichung von Studien, in denen bis zu 14 verschiedene Genfragmente in Kombination 
analysiert wurden und zur Generierung immer neuer MLGs (WIDMER und SULLIVAN, 
2012). Ein einheitliches Tool mit definierten Mikro- und Minisatelliten gibt es bisher jedoch 
nicht, was eine Metaanalyse vorhandener Daten aus verschiedenen Studien nahezu unmöglich 
macht (ROBINSON und CHALMERS, 2012). In Europa arbeiten Spezialisten bereits an der 
Entwicklung eines standardisiertes MLG-Schemas, um die Überwachung des zoonotischen 
Erregers C. parvum im Zuge des One-Health-Denkansatzes verbessern zu können 
(CHALMERS et al., 2018). 
 
2. 8 Viabilitäts- und Infektiositätsnachweis von C. parvum-Oozysten 
 
Zum Viabilitätnachweis werden Methoden verwendet, mit welchen man einschätzen kann, ob 
Oozysten lebensfähig sind. Rückschlüsse auf die Viabilität geben beispielsweise die Fähigkeit 
zur Exzystierung, die Intaktheit der Oozystenwand oder das Vorhandensein von Messenger-
Ribonukleinsäure (mRNA) als Nachweis der metabolischen Aktivität. Jedoch kann mit diesen 
Methoden nicht festgelegt werde, ob der Parasit eine Infektion in einem Wirt hervorrufen kann 
(ROUSSEAU et al., 2018). Eine solche Aussage kann erst getroffen werden, wenn eine 
Inokulation des Parasiten in einen Wirtsorganismus erfolgt. Die dafür nötigen, kosten- und 
zeitintensiven Tierversuche ziehen jedoch immer ethische Bedenken nach sich, sodass die 
Evaluierung der Infektiosität von C. parvum häufig in vitro durch die Infektion von Zellkulturen 
vorgenommen wird (ROCHELLE et al., 2002; KEEGAN et al., 2003; ENTRALA et al., 2007; 
LEE et al., 2008; SHAHIDUZZAMAN et al., 2009; KING et al., 2012). 
 
2. 8. 1 Bewertung der Viabilität 
 
Lichtmikroskopisch sichtbare Veränderungen der Oozystenwand oder des Oozysteninhalts 
weisen bereits auf einen Verlust der Viabilität des Parasiten hin (ROUSSEAU et al., 2018). Um 
eine Infektion hervorrufen zu können, müssen die Sporozoiten in der Lage sein, die 
Oozystenhülle zu verlassen. Dieser Vorgang kann durch die Modulation der 
Kultivierungsbedingungen in vitro unterstützt werden (siehe auch 2.3.). Die Exzystierungsrate 
ist dabei zeit- und dosisabhängig und variiert je nach Exzystierungsprotokoll (KING et a., 2012; 
PECKOVÁ et al., 2016). In jedem Fall sind jedoch initial eine große Anzahl aufgereinigter, 
intakter Oozysten notwendig, welche nach In-vitro-Exzystierung der Anzahl an vollständig 
(leere Oozystenhülle) oder teilweise exzystierten Oozysten und der Anzahl frei gewordener 




Oozysten, die in vitro nicht exzystieren, im Mausmodell noch infektiös sind (NEUMANN et al., 
2000; HOU et al., 2004). 
CAMPBELL et al. (1992) schlugen die gleichzeitige Färbung von C. parvum-Oozysten mit 4′,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Propidiumiodid (PI) als exzellente Methode vor, um die 
Viabilität des Parasiten einschätzen zu können. Beide Farbstoffe lagern sich an die DNA an 
(CRISSMANN et al., 1973; WILSON et al., 1990). DAPI ist in der Lage intakte Membranen zu 
penetrieren, während PI nur nach Verlust der Membranintegrität an die Parasiten-DNA binden 
kann. Oozysten werden demnach als lebend betrachtet, wenn sie sich mit DAPI anfärben lassen, 
nicht aber mit PI (DAPI +, PI -; CAMPBELL et al., 1992). 
In vielen Inaktivierungsstudien (BLACK et al., 1996; BUKHARI et al., 1999; 2000; QUÍLEZ et 
al., 2005; McGUIGAN et al., 2006) wurde sowohl die Exzystierungsrate als auch der Anteil 
lebender Oozysten (DAPI +, PI -) nach Behandlung mit verschiedenen Inaktivierungsmethoden 
ermittelt. Im Vergleich zur Infektiosität (Mausassay) stellte sich in diesen Studien heraus, dass 
Oozysten nach chemischer (BLACK et al., 1996; BUKHARI et al., 2000 QUÍLEZ et al., 2005) 
oder physikalischer Desinfektion (BUKHARI et al, 1999; McGUIGAN et al., 2006) nicht mehr 
infektiös für Mäuse sind, obwohl diese die Fähigkeit zur Freisetzung von Sporozoiten nicht 
ganz verloren hatten und mittels DNA-Färbung als lebend eingeschätzt wurden (BLACK et al., 
1996; BUKHARI et al., 1999; 2000; QUÍLEZ et al., 2005; McGUIGAN et al., 2006). Durch 
beide In-vitro-Viabilitätsfärbungen kommt es folglich zur Unterschätzung der Effektivität von 
Inaktivierungsverfahren. Insbesondere die DAPI/PI-Färbung eignet sich allerdings durch die 
einfache und kostengünstige Durchführung, für die eine geringe Anzahl Oozysten nötig ist, für 
ein initiales Screening von Inaktivierungsmaßnahmen (ROUSSEAU et al., 2018). 
Propidium-Monoazid (PMA) ist ein Farbstoff, der ebenfalls nur geschädigte Membranen 
penetrieren kann und unter Photoaktivierung einen stabilen Komplex mit der DNA bildet, 
sodass diese für eine Amplifikation in einer PCR nicht mehr zugänglich ist (NOCKER et al., 
2007). Durch die Zugabe von PMA vor der DNA-Extraktion und der PCR spezifischer 
Kryptosporidien-Gene (SSU rRNA, hsp70) sind lebende und tote Oozysten differenzierbar 
(BRESCIA et al., 2009). Mit Detektion des hsp70-Gens ist gleichzeitig die Möglichkeit einer 
Artendifferenzierung möglich (BRESCIA et al., 2009). In Proben aus Oberflächenwasser und 
Abwasser wird die PMA-Bindung an die DNA jedoch bemerkenswert gehemmt (BRESCIA et 
al., 2009; LIANG und KEELEY, 2012). Im Gegensatz dazu stellten ALONSO et al. (2014) 
keine Beeinträchtigung des Assay fest, wenn die Viabilität von C. parvum-Oozysten in 
Abwasser untersucht wird. Die Autoren kombinierten die PMA-Behandlung mit der 




Weitere Viabilitätsassays basieren auf dem Nachweis von mRNA als Zeichen metabolischer 
Aktivität und damit Lebensfähigkeit, welche mittels einer Reversen Transkriptase in DNA 
umgeschrieben wird (ROUSSEAU et al., 2018). C. parvum-Targets für die anschließende PCR 
sind beispielsweise hsp70 (GARCÉS-SANCHEZ et al., 2013), β-tubulin (WIDMER et al., 
1999), amyloglyconidase (JENKINS et al., 2000) und CP2 (LEE et al., 2008). In einigen 
Studien korrelieren die Ergebnisse tendenziell mit der Infektiosität des Parasiten in vivo 
(WIDMER et al., 1999; JENKINS et al., 2000; ALUM et al., 2011) bzw. in vitro (BAJSZÁR 
und DEKONENKO, 2010). Andere Autoren dagegen beschreiben eine Diskrepanz zwischen 
der mRNA-Detektion und dem Vorhandensein infektiöser Parasiten (LEE et al., 2008; 
TRAVAILLÉ et al., 2016), da durch die Stabilität der RNA diese auch in bereits inaktivierten 
Oozysten noch nachweisbar ist (ROUSSEAU et al., 2018). 
 
2. 8. 2 Bewertung der Infektiosität 
 
In-vivo-Assays liefern zuverlässige Daten, um das Infektionsrisiko von Kryptosporidien 
einschätzen zu können (ROUSSEAU et al., 2018). Für C. parvum werden dazu vor allem 
neonatale Mäuse oder adulte Tiere verwendet, deren Immunsystem durch Medikamentengabe 
oder Knockout-Züchtung supprimiert ist. Die Fähigkeit zur Infektion kann in vivo durch die 
Untersuchung des Darmtrakts auf parasitäre Entwicklungsstadien (FINCH et al., 1993; 
CLANCY et al., 2000; JENKINS et al., 2000; BELOSEVIC et al., 2001; CLANCY et al., 2004; 
ROCHELLE et al., 2002) oder anhand der Oozystenausscheidung im Mäusekot nachgewiesen 
werden (HIKOSAKA et al., 2005; MORITA et al., 2002; TRAVAILLÉ et al., 2016). Bei 
letzterem Verfahren ist allerdings zu berücksichtigen, dass die Abwesenheit von Oozysten im 
Kot nicht immer den tatsächlichen Infektionsstatus des Versuchstiers reflektiert (FINCH et al., 
2001). 
Häufig genutzte Mauslinien sind BALB/c-Mäuse (JENKINS et al., 2000; QUÍLEZ et al., 2005; 
LI et al., 2010, ASADPOUR et al., 2018), NMRI-Mäuse (DELAUNEY et al., 2000; LE GOFF 
et al., 2010), SCID-Mäuse (THEODOS et al., 1998; HIKOSAKA et al., 2005; GARVEY et al., 
2010), CD-1-Mäuse (BLACK et al., 1996; NEUMANN et al., 2000; HOU et al., 2004; 
BISWAS et al., 2005; McGUIGAN et al., 2006), ICR-Mäuse (BLAGBURN et al., 1998; 
WIDMER et al., 1999; FUJINO et al., 2002) oder Kreuzungen dieser Linien (FINCH et al., 
1993; BUKHARI et al., 2000; ROCHELLE et al., 2002). 
In einigen Mausmodellen konnte die Verabreichung sehr geringer Mengen lebensfähiger 
Oozysten eine Infektion im Tier verursachen (DELAUNY et al., 2000; YANG et al., 2000; 




Mauslinie, Alter zum Zeitpunkt der Infektion und Art der medikamentösen Immunsuppression 
sind die Tiere jedoch unterschiedlich stark empfänglich gegenüber C. parvum (KUHLS et al. 
1992; RASMUSSEN und HEALEY 1992). Außerdem spielt auch das verwendete Erregerisolat 
für die Infektiosität eine Rolle (SAYED et al., 2016). Insbesondere für Inaktivierungsstudien ist 
zur Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse daher eine Standardisierung der 
Modelle von großer Bedeutung (KORICH et al., 2000). 
Die hohe Sensitivität ist vor allem für die Untersuchung von potentiell kontaminierten 
Lebensmittelproben wichtig, da sich aus diesen eine Gewinnung gereinigter Oozysten, welche 
für Viabilitätstests nötig sind (siehe 2.7.1.), oft als schwierig erweist. Dem gegenüber stehen die 
ethischen Bedenken, die bei jedem Tierversuch zu berücksichtigen sind, die hohen Kosten und 
die komplexe und langwierige Versuchsdurchführung (ROUSSEAU et al., 2018). 
Diese Nachteile versucht man durch die Etablierung von Zellkulturexperimenten zur Evaluation 
der Infektiosität von C. parvum in vitro zu umgehen. Nach Infektion mit C. parvum-Oozysten 
oder -Sporozoiten (nach In-vitro-Exzystierung) wird der Zellmonolayer gewaschen, sodass nur 
infektionsfähige Entwicklungsstadien, die bereits in Kontakt mit der Wirtzelle stehen, auf der 
Zellkulturplatte verbleiben. Diese Stadien sind durch den Nachweis von mRNA bzw. DNA 
detektierbar (ROCHELLE et al., 1997; JOACHIM et al., 2003a) und können mithilfe einer 
Standardkurve auch quantifiziert werden (KEEGAN et al., 2003; SHAHIDUZZAMAN et al., 
2009). In anderen Studien wird der infizierte Monolayer mit Antikörpern (Ak) gefärbt, sodass 
Infektionsherde unter dem Mikroskop sichtbar sind und ausgezählt werden können (SLIFKO et 
al., 1999; POKORNY et al., 2002; ENTRALA et al., 2007). Sowohl mit Reverse-Transkriptase-
PCR nach Infektion von Caco-2-Zellen (ROCHELLE et al., 1997) als auch mit der Auszählung 
von Infektionsherden in HCT-8-Zellen (SLIFKO et al., 1999) konnten sehr geringe Mengen 
infektionsfähiger C. parvum-Oozysten nachgewiesen werden. Die Anzahl an Infektionsherden 
korreliert dabei signifikant mit der initialen Infektionsdosis (JOACHIM et al., 2003a).  
JOHNSON et al. (2012) stellten fest, dass die Kombination aus Zellkultur (HCT-8) und PCR 
gegenüber Real-Time-PCR und Ak-Färbung eine hohe Rate an falsch-positiven Ergebnissen 
produziert, weil damit auch DNA aus inaktivierten Oozysten nachgewiesen wird. Für die 
Autoren war die fluoreszenzbasierte Sichtbarmachung der Infektionsherde am besten geeignet, 
um die Infektiosität des Erregers, insbesondere in der Wasseraufbereitung, einfach evaluieren zu 
können (JOHNSON et al., 2012). In einer Studie zur Inaktivierung von C. parvum-Oozysten 
nach Chlor- und UV-Behandlung korrelierten die Ergebnisse aus der Zellkultur (HCT-8) in 
Verbindung mit der Ak-Färbung signifikant mit den Inaktivierungsraten des Bioassays mit 
neonatalen BALB/c-Mäusen (SLIFKO et al., 2002). Dagegen verursachten bei -20 °C gelagerte 
Oozysten keine Infektionsherde in bovinen Zellen des Eileiters (BFTE-Zellen), waren jedoch 




Eine gute Übereinstimmung stellten ROCHELLE et al. (2002) bei der Gegenüberstellung der 
Zellkultur mit anschließender Reverse-Transkriptase-PCR und dem Mausmodel fest. HCT-8-
Zellen waren in dieser Studie im Vergleich zu Caco-2- und MDCK-Zellen besser geeignet, die 
Infektiosität in CD-1/ICR-Mäusen zu evaluieren (ROCHELLE et al., 2002). Diese Aussage 
wurde durch JENKINS et al. (2003) unter Verwendung von BALB/c-Mäusen bei der Evaluation 
der Infektiosität nach unterschiedlich langer Lagerungszeit der Oozysten bestätigt. GARVEY et 
al. (2010) führten den Bioassay mit SCID-Mäusen durch und kamen mittels quantitativer PCR 
nach Infektion von HCT-8-Zellen ebenfalls zu übereinstimmenden Ergebnissen. 
 
2. 9 Inaktivierung des Parasiten 
 
In der Umwelt liegen Kryptosporidien als ca. 5 µm große infektiöse Oozysten vor. Die 
Oozystenwand setzt sich aus einer äußeren polysaccharidhaltige Matrix (Glykokalyx), einer 
Lipid- und einer inneren Proteinschicht zusammen (JENKINS et al., 2010). Letztere besteht 
zum Großteil aus dem cysteinreichen Protein COWP 1 (SPANO et al., 1997). Dadurch ist die 
Oozyste als exogenes Dauerstadium sehr widerstandsfähig gegen chemische und physikalische 
Umwelteinflüsse. Da Wasser als Inhaltsstoff, Transportmedium und Reinigungsmittel in der 
Lebensmittelproduktion eine wichtige Rolle spielt (KIRBY et al., 2003), ist die Resistenz von 
Kryptosporidien-Oozysten gegenüber üblichen, in der Wasseraufbereitung verwendeten 
Chlorkonzentrationen (KORICH et al., 1990) und die Entwicklung neuer Verfahren zur 
Inaktivierung des Erregers im Gesundheitswesen von zentraler Bedeutung. 
 
2. 9. 1 Physikalische Inaktivierung 
2. 9. 1. 1 Temperatur 
 
Nach der Aufnahme des Parasiten hat die Körpertemperatur im Wirt bedeutenden Einfluss auf 
die Freisetzung von Sporozoiten aus der umweltrobusten Kryptosporidien-Oozyste (FAYER 
und LEEK, 1984). Durch ungleiche Versuchsdesigns kamen verschiedene Autoren zu recht 
unterschiedlichen Ergebnissen bezüglich des Effektes von Temperatur auf Cryptosporidium-
Oozysten. ANDERSON (1985) konnte nach der Untersuchung von Darmabstrichen infizierter 
Mäuse eine Inaktivierung der Oozysten feststellen, wenn diese vorher über 3 min auf 55 °C 
erhitzt wurden. FAYER (1994) fand keine endogenen Stadien des Parasiten im Darm von 
Mäusen, die mit C. parvum-Oozysten infiziert wurden, welche zuvor bei mindestens 72,4 °C 
über 1 min bzw. bei mindestens 64,2 °C über 5 min inkubiert wurden. FUJINO et al. (2002) 




über 15 s bei 60 °C oder über 30 s bei 55 °C erhitzt wurde. Durch Erhitzung von Oozysten auf 
mindestens 56 °C über 20 min konnten SHAHIDUZZAMAN et al. (2010) eine vollständige 
Inaktivierung von C. parvum erreichen. In dieser Studie erfolgte die Evaluierung der 
Infektiosität in vitro mit einer Kombination aus Zellkultur und quantitativer PCR. 
Nachdem ein kontaminiertes Lebensmittel als Infektionsquelle eines großen Kryptosporidiose-
Ausbruch identifiziert werden konnte (MILLARD et al., 1994), wurde die Effektivität der 
Pasteurisierung gegenüber Kryptosporidien-Oozysten in Milch (HARP et al. 1996) und 
Apfelsaft (DENG und CLIVER, 2001) untersucht. Sowohl im Maus-Assay (HARP et al. 1996) 
als auch durch Evaluierung der Infektiosität in der Zellkultur durch Ak-Färbung (DENG und 
CLIVER, 2001) konnte nachgewiesen werde, dass die Erhitzung dieser Lebensmittel auf 71,7 
°C über 10 s zur Inaktivierung des Erregers führt. Bei Inaktivierungsstudien in vitro dienen 
häufig bei 70 °C inkubierte Oozysten als hitzeinaktivierte Kontrolle (ROCHELLE et al., 2002; 
JOACHIM et al., 2003a; NAJDROWSKI et al., 2007; DELLING et al. 2017). 
In den meisten Studien wurde der Effekt einer prompten Erhitzung auf Oozysten unter 
Laborbedingungen untersucht (ERICKSON und ORTEGA, 2006). Im Gegensatz dazu 
ermittelten LI et al. (2005; 2010) die Inaktivierungsrate von C. parvum-Oozysten, die auf einer 
Kotmatrix natürlich vorkommenden Temperaturschwankungen in Kalifornien ausgesetzt waren. 
In den Sommermonaten war der Parasit innerhalb eines 24-Stunden-Zyklus nicht mehr infektiös 
für Mäuse (LI et a., 2005). Dagegen blieben über die Hälfte der Oozysten im Winter bei einem 
Temperaturzyklus mit maximal 17,3 °C noch 90 Tage infektiös (LI et al., 2010). Auch 
ROBERTSON und GJERDE (2004) konnten mittels DAPI/PI-Färbung erst nach 75 Tagen 
einen deutlichen Abfall lebenden Oozysten feststellen, die den Umweltbedingungen des 
norwegischen Winters auf einer Kotmatrix ausgesetzt waren. Die Autoren vermuteten, dass 
wiederholte Frost-Tau-Zyklen einen negativen Einfluss auf die Viabilität des Erregers haben. 
KATO et al. (2002) fanden im Gegensatz dazu heraus, dass Oozysten länger potentiell infektiös 
bleiben, wenn Tauprozesse zwischengeschaltet sind, als bei permanentem Gefrieren. Eine 99 
%ige Inaktivierung wurde nach 47 Tagen bei -10 °C in Wasser erreicht (KATO et al., 2002). 
Bei niedrigeren Temperaturen erfolgt die Inaktivierung schneller. Bei -15 °C, -20 °C bzw. -70 
°C ist der Parasit nach 168 h, 24 h bzw. einer Stunde nicht mehr infektiös für Mäuse (FAYER 
und NERAD, 1996). Nach siebentägigem Einfrieren von Oozysten bei -20 °C sind in der 
Zellkultur keine Infektionsherde zu sehen (POKORNY et al., 2002). KIM und HEALEY (2001) 
kamen zu dem Ergebnis, dass der Erreger bei dieser Temperatur bereits nach zwei Tagen 
sowohl in vitro als auch in vivo (Maus-Assay) seine Infektionsfähigkeit vollständig verliert. 
Schnelles Gefrieren mittels flüssigem Stickstoff führt ebenfalls zur Abtötung von C. parvum 





2. 9. 1. 2 UV-Bestrahlung 
 
Ultraviolettes (UV) Licht, insbesondere UV-C-Strahlung, findet in Routine-
Entkeimungssystemen von Laboren Anwendung. Bei der Bestrahlung führt die Absorption von 
Photonen durch die DNA eines Organismus zur Störung der Reproduktionsfähigkeit und zur 
Inaktivierung des Erregers (ERICKSON und ORTEGA, 2006). Obwohl DNA-Reparatur-Gene 
im Kryptosporidien-Genom vorhanden sind (ROCHELLE et al., 2004), wurde eine 
Reaktivierung nach UV-Bestrahlung bisher noch nicht berichtet (BELOSEVIC et al., 2001; 
SHIN et al., 2001; ZIMMER et al., 2003). Ultraviolettes Licht gilt daher als hoch effektiv zur 
Inaktivierung von C. parvum-Oozysten, wobei UV-C-Strahlen bei einer Wellenlänge zwischen 
250 nm und 270 nm den größten Effekt auf die Infektionsfähigkeit von C. parvum-Oozysten 
haben (LINDEN et al., 2001). Bei der zusätzlichen Verwendung eines Photokatalysators, wie z. 
B. Titanoxid, wird die Inaktivierung noch verstärkt (RYU et al., 2008). 
Zu Desinfektionszwecken werden häufig Quecksilberdampflampen als künstliche UV-C-
Strahlungsquelle eingesetzt, die unter Niedrig- oder Mitteldruck Strahlung der Wellenlänge 254 
nm emittieren. In der Wasseraufbereitung müssen die verwendeten UV-Geräte bezogen auf 
diese Wellenlänge eine Strahlungsleistung von mindestens 400 J/m2 (40 mJ/cm2) aufweisen 
(DVGW, 2012). Bei dieser Leistung kann eine 99,99 %ige (4 log10) Inaktivierung vieler 
Pathogene im Wasser erreicht werden (ENTRALA et al., 2007). Dabei ist der 
Inaktivierungserfolg jedoch exponentiell abhängig von der UV-Dosis (MORITA et al., 2002), 
welche mit längerer Bestrahlungsdauer und/oder geringerem Abstand zur Strahlungsquelle 
zunimmt. Tabelle 2 zeigt die in verschiedenen Studien getesteten UV-Dosen in Zusammenhang 
mit deren Inaktivierungserfolg und dem dabei genutzten Assay zur Evaluierung der 
Infektionsfähigkeit. 
Tabelle 2: Inaktivierung von C. parvum nach UV-Bestrahlung mit verschiedenen Dosen 
UV-Dosis (mJ/cm2) Log-Reduktion (log10) genutzter Assay Literatur 




BUKHARI et al., 
1999 
19 3,9 
66; 159 > 4,5 
im Labor 
41; 82; 246 > 4,5 
123 3,9 
medium-pressure UV collimated beams  Maus-Assay 
(Untersuchung des 
terminalen Ileums) 
CLANCY et al., 2000 3; 6; 9 > 1,8 




Tabelle 2 ff. 
low-pressure UV collimated beams Maus-Assay 
(Untersuchung des 
terminalen Ileums) 
CLANCY et al., 2000 3; 6 ; 9 > 2,0 
8; 16; 33 > 2,8 




BELOSEVIC et al., 
2001 
60 ≥ 4,0 
240 ≥ 4,5 




MORITA et al., 2002 
0,97 2 
1,92 4 
3; 6; 12 > 1,5 
Zellkultur und Real-
Time-PCR 
KEEGAN et al., 2003 20; 30 2,2 
500, 1000 > 3,8 
2 3,2 (Iowa strain) Maus-Assay 
(Untersuchung des 
terminalen Ileums) 
CLANCY et al., 2004 
4 4,1 (Iowa strain) 
7,5 3 (Iowa strain) 
Zellkultur und 
Reverse-
Transkriptase-PCR ROCHELLE et al., 
2004 
5,6 














15 > 2 Zellkultur und 
Reverse-
Transkriptase-PCR 
LEE et al., 2008 23 > 3 
278 > 6 
 
BUKHARI et al. (1999) verglichen die Wirkung einer Niedrigdruck-UV-Lampe unter 
Laborbedingungen mit einem UV-Reaktor (beinhaltet sechs Niedrigdruck-UV-Lampen), der zur 
Wasseraufbereitung genutzt wird, und kamen zu fast übereinstimmenden Ergebnissen. 




derselben UV-Dosis nahezu identische Inaktivierungsraten. Zu diesem Ergebnis kamen auch 
CLANCY et al. (2000). Waren die Oozysten in Wasser mit höherem Trübungsgrad suspendiert, 
erzielte bereits die geringste UV-Dosis (3 mJ/cm2) eine Reduktion von > 2,6 Log-Stufen 
(CLANCY et al., 2000). Im Gegensatz dazu fanden KING et al. (2008) heraus, dass zur 
Inaktivierung von Oozysten in Wasser mit hohem Verschmutzungsgrad eine höhere UV-Dosis 
nötig ist. Auch der im Experiment verwendete Kryptosporidien-Stamm (CLANCY et al., 2004; 
ROCHELLE et al., 2004) und die Lagerungsdauer der Oozysten (ENTRALA et al., 2007) haben 
Einfluss auf die Effektivität der UV-Bestrahlung. 
Durch die Absorption der Erdatmosphäre gelangt vor allem UV-A-Strahlung und in einem 
geringem Ausmaß UV-B-Strahlung von der Sonne auf die Erdoberfläche (HALLIDAY et al., 
2011). CONELLY et al. (2007) konnten den negativen Effekt natürlicher UV-Strahlung auf 
Kryptosporidien-Oozysten besonders im Sommer mit einer Reduktion der Infektiosität im 
Zellkultur-Assay (Auszählung der Infektionsherde) nachweisen. Vergleichbare Ergebnisse 
wurden durch KING et al. (2008) veröffentlicht. In dieser Studie fand ein Zellkultur-Modell mit 
anschließender Real-Time-PCR Anwendung. Der inaktivierende Effekt ging nach Einsatz eines 
UV-A-Filters für 379 nm bzw. 400 nm Wellenlänge jedoch verloren (KING et al., 2008). Auch 
SOLIMAN et al. (2018) konnten zeigen, dass UV-C-Bestrahlung aus einer künstlichen Quelle 
Oozysten effektiver inaktiviert als natürliche Sonneneinstrahlung.  
 
2. 9. 1. 3 Gammastrahlung 
 
Gammastrahlung ist aufgrund ihrer kinetischen Energie in der Lage, Elektronen aus einem 
Atom oder Molekül herauszulösen. Vor allem Hydroxylradikale, die aus dem 
Umgebungswasser entstehen, führen in einem Organismus zur Schädigung der DNA nach der 
Exposition gegenüber ionisierenden Strahlen (ALLAL et al., 2004). Eine dosisabhängige DNA-
Schädigung wurde auch bei C. parvum nach Bestrahlung der Oozysten mit 1 - 25 kGy 
beschrieben (LEE et al., 2010). Morphologische Veränderungen bestrahlter Sporozoiten sind 
mikroskopisch zumeist ab einer Dosis von 10 kGy sichtbar, wobei die Oozystenwand jedoch 
auch bei 25 kGy keine Alteration aufweist (JOUNG et al., 2011). Mit 25 kGy bestrahlte 
Oozysten sind noch zu 43 % infektiös für immunsupprimierte Mäuse und eine vollständige 
Reduktion der Infektiosität wird erst mit 50 kGy erreicht (YU und PARK, 2003). Bei 
Anwendung eines Zellkultur-Modells und anschließender Real-Time-PCR konnten 99,9 % der 
Oozysten (3 log10) mit 25 kGy inaktiviert werden, wenn diese nach Bestrahlung sieben Tage 
gelagert wurden (LEE et al., 2009). Durch Untersuchung des Kryptosporidien-Proteoms 




herausstellen, welche antioxidative Eigenschaften haben. C. parvum gilt daher im Vergleich zu 
C. muris (YOON und YU, 2011) und anderen protozoären Parasiten (SINGH und GILL et al., 
1975; DUBEY et al., 1996) als besonders resistent gegenüber Gammastrahlen. 
 
2. 9. 1. 4 Ultraschall 
 
Die desinfizierende Wirkung von Ultraschall wird durch die Ausbildung von Kavitationen 
hervorgerufen, welche sowohl physikalisch (Scherkräfte, hoher Druck) als auch chemisch (freie 
Radikale) zur Inaktivierung von Zellen führen (ABELEDO-LAMEIRO et al., 2018). 
ASHOKKUMAR et al. (2003) vermuteten, dass bei der Ultraschallbehandlung die 
Oozystenwand von in Wasser suspendierten Kryptosporidien durch Scherkräfte beschädigt 
wird. Die Autoren führten die Behandlung mit einer Frequenz von 20 kHz bei 1,5 W über 30 
min und bei 2,5 W über 15 min durch und stellten bei beiden Modi mittels DAPI/PI-Färbung 
eine Inaktivierung von über 90 % der Oozysten fest. Mit derselben Evaluationsmethode konnten 
OLVERA et al. (2008) unter Anwendung von 4,1 W und 1 MHz nach 4 min ähnliche 
Inaktivierungsraten erzielen. ABELEDO-LAMEIRO et al. (2018) fanden bei 20 kHz, 80 W und 
30 min Expositionszeit mit dieser Färbemethode keine lebenden Oozysten mehr. Im Maus-
Assay waren nach 60 s bei 52 W und 27,5 kHz Ultraschallbehandlung C. parvum-Oozysten 
noch für 94,5 % der Tiere infektiös (OYANE et al., 2005). Eine 30 min Exposition bei 300 W 
und 22,6 kHz führte in derselben Studie zu einer Reduktion der Infektiosität von > 99,93 %. 
 
2. 9. 1. 5 Sonstige Methoden der physikalischen Inaktivierung 
 
Unbehandelte Nahrungsmittel, wie z. B. rohes Gemüse (ROBERTSON und GJERDE 2001; 
RAI et al., 2008), Meerestiere (FAYER et al., 1998b; GRACZYK et al. 2000), aber auch frisch 
gepresster Saft (MILLARD et al., 1994) gelten als potentielle Infektionsquelle für 
lebensmittelassozierte Kryptosporidiose. Bei diesen Speisen und Getränken würde eine zu hohe 
Erhitzung zu einem Qualitätsverlust führen, sodass andere sanftere Inaktivierungsverfahren 
erforderlich sind. 
Die Behandlung mit hohem hydrostatischem Druck ist eine solche Methode. Sie wurde von 
SLIFKO et al. (2000) hinsichtlich der Inaktivierung von C. parvum-Oozysten in Apfel- und 
Orangensaft getestet. Nach 30 s Behandlung von Oozysten mit 550 MPa waren in der 




(2005b) untersuchten experimentell infizierte Austern und fanden heraus, dass das 
Muschelfleisch nach Druckbehandlung von 550 kPa über 180 s noch bei 6,7 % (2/30) der damit 
gefütterten Mäuse eine Infektion hervorrief. Außerdem nahm die Inaktivierungsrate bei 
längeren Expositionszeiten (bis 360 s) sogar wieder ab (COLLINS et al., 2005b). 
Auch Mikrowellenstrahlung (2100 W, 3 s) ruft keine effektive Herabsetzung der Infektiosität 
von C. parvum gegenüber Mäusen hervor, ohne dass bei hohem Energieeintrag aufgrund der 
Temperatur qualitätsmindernde Effekte auf empfindliche Lebensmittel auftreten, wie es für 
experimentell infizierte Austern gezeigt wurde (COLLINS et al. 2005a). Nach der Erhitzung 
von Paprika in der Mikrowelle (850 W, 5 min), auf deren Oberfläche C. parvum gegeben 
wurde, fanden DUHAIN et al. (2012) mittels Nukleinsäurefärbung noch ca. 6 % lebende 
Oozysten. ORTEGA und LIAO (2006) kamen mit dieser Evaluierungsmethode bei viel 
kürzeren Expositionszeiten zu ähnlichen Ergebnissen, führten jedoch einen Maus-Assay durch. 
Bei direkter Bestrahlung der Oozysten mit Mikrowellen von 650 W über mindestens 30 s, von 
700 W über mindestens 45 s bzw. von 1100 W über mindestens 20 s konnten die Autoren keine 
Entwicklungsstadien von C. parvum im terminalen Ileum von Mäusen mehr finden, die mit 
solchen Oozysten inokuliert wurden (ORTEGA und LIAO, 2006). 
 
2. 9. 2 Chemische Inaktivierung 
 
Die chemische Desinfektion findet sowohl in der Trinkwasseraufbereitung, als auch im 
medizinischen Bereich und in Laboren zur Eliminierung von Mikroorganismen auf Oberflächen 
und in Geräten Anwendung. 
Um eine Aussage über die Effektivität verschiedener Chemikalien zur Inaktivierung von 
Kryptosporidien zu treffen, wurden im Labor verschiedene Einwirkzeiten und Konzentrationen 
diverser Substanzen getestet. Besonders bei sehr reaktiven oder flüchtigen Substanzen, wie 
Chlor (PEETERS et al., 1989) oder Ozon (FINCH et al., 2001) ist zu berücksichtigen, dass die 
Ausgangskonzentration der wirksamen Substanzen in der Lösung durch chemische Reaktionen 
während des Experiments abnimmt. Die Beziehung zwischen der Konzentration (C) und der 
Kontaktzeit (t) wird allgemein als Ct-Konzept bezeichnet. In Studien zur Inaktivierung von 
Kryptosporidien wurden jedoch oft verschiedene mathematische Modelle zur Berechnung von 






2. 9. 2. 1 Chlorverbindungen 
 
In der Wasseraufbereitung sind zur chemischen Desinfektion am häufigsten Chlorverbindungen 
in Gebrauch (ERICKSON und ORTEGA, 2006). Wirksam gegen Mikroorganismen ist dabei 
freies Chlor, welches als hypochlorige Säure (HOCl) oder als dessen Salz (OCl-) vorliegt. 
Letzteres findet z. B. in Form von NaOCl Anwendung. 
Gegenüber Kryptosporidien ist diese Art der Desinfektion jedoch ineffektiv. Durch die 
Behandlung mit 0,43 mg/l Chlordioxid über 30 min (Endkonzentration 0,22 mg/l) wird die 
Infektiosität von C. parvum nicht vollständig eliminiert (PEETERS et al., 1989). KORICH et al. 
(1990) infizierten Mäuse mit 600, 6000 oder 60.000 Oozysten und konnten bei der mittleren 
und der hohen Infektionsdosis auch nach einstündiger Behandlung der Oozysten mit 
Chlordioxid (1,3 ppm), Chlor (80 ppm) oder Monochloramin (80 ppm) Parasitenstadien im 
Darm der Tiere feststellen. Oozysten, die bis zu zwei Stunden mit 5,25 % NaOCl behandelt 
wurden, waren bei einer Infektionsdosis von 150.000 Oozysten/Tier noch infektiös für BALB/c-
Mäuse (FAYER, 1995). Auch nach Inkubation von Oozysten mit 5 mg/l freiem Chlor über 24 h 
kommt es zu keinerlei Reduktion der Infektiosität in dieser Mauslinie (VENZCEL et al., 1997). 
Basierend auf einem In-vitro-Modell mit MDCK-Zellen errechneten MURPHY et al. (2014) für 
eine Inaktivierung von drei Log-Stufen bei 21 mg/l freiem Chlor eine benötigte Einwirkzeit von 
455 min. Durch die Verwendung von 5 mg/l Chlordioxid und die zusätzliche Zugabe von 2,6 
mg/l freiem Chlor konnte diese auf weniger als ein Viertel der Zeit verkürzt werden (MURPHY 
et al., 2014). Bei der Infektion von HCT-8-Zellen mit Oozysten nach 33 min Behandlung mit 6 
% NaOCl konnten WEIR et al. (2002) keine signifikante Abnahme der Anzahl an 
Infektionsherden feststellen. KEEGAN et al. (2003) testeten Konzentrationen von 2 mg/l, 5 
mg/l und 10 mg/l Chlor und Behandlungszeiten von bis zu 24 h und bestätigten die Resistenz 
von C. parvum in allen Experimenten mittels Zellkultur und Real-Time-PCR. 
KEEGAN et al. (2003) testeten diese Konzentrationen auch für Oxidantien, welche aus der 
Elektrolyse von salzhaltigem Wasser entstehen (sogenannte mixed oxidants, MIOX) und kamen 
zu demselben Ergebnis wie für Chlor. BAJSZÁR und DEKONENKO (2009) berichteten 
dagegen von einer vollständigen Inaktivierung der Oozysten, wenn diese 4 h mit MIOX (125 
mg /l) inkubiert wurden. Eine Inaktivierung um ca. drei Log-Stufen erreichten auch VENCZEL 
et al. (1997) in einer Testung in vivo (BALB/c-Mäuse) mit 5 mg/l MIOX und CASTEEL et al. 
(2000) in vitro (MDCK-Zellen) mit 4 mg/l MIOX bei jeweils 4 h Einwirkzeit. Im Gegensatz 
dazu konnten VENCZEL et al. (2004) nach 90 min Behandlung der Oozysten mit 5mg/l MIOX 
keine nennenswerte Reduktion der In-vitro-Infektiosität (MDCK-Zellen) feststellen. Am Ende 





2. 9. 2. 2 Ozon 
 
Ozon stellt eine effektive Alternative zu den gegenüber Kryptosporidien unwirksamen 
Chlorverbindungen dar und wird in der Wasseraufbereitung in Kombination mit der 
Chlorbehandlung verwendet. Unter Laborbedingungen konnte durch eine initiale 
Ozonbehandlung die Effektivität von Monochloramin um den Faktor 8,5 gesteigert werden 
(RENNECKER et al., 2001). 
Bei einer Ausgangskonzentration von 2,25 mg/l (Endkonzentration 1,8 mg/l) und einer 
Einwirkzeit von 8 min kann die Infektiosität von C. parvum für Swiss-OF1-Mäusen um über 99 
% gehemmt werden (PEETERS et al., 1989). Bei höheren Infektionsdosen und geringeren 
Ozonkonzentrationen (initial 0,59 - 1,06 mg/l, Endkonzentration 0,24 - 0,51 mg/l) wurden 
teilweise jedoch nur Inaktivierungsraten von 95 % erreicht (PEETERS et al., 1989). In BALB/c-
Mäusen konnten KORICH et al. (1990) keine Entwicklungsstadien des Parasiten nachweisen, 
wenn die Oozysten über 10 min mit 1 ppm Ozon behandelt wurden. Vergleichbare Ergebnisse 
erlangten OWENS et al. (2000) nach Anwendung von Ak-Markierungen des Darmgewebes 
derselben Mauslinie. Die Autoren versetzten gefiltertes Flusswasser mit verschiedenen 
Mikroorganismen einschließlich Kryptosporidien und ermittelten für eine Inaktivierung von 
zwei Log-Stufen einen benötigten Ct-Wert von ca. 6 mg*min/l. 
RENNECKER et al. (2001) und CORONA-VASQUEZ et al. (2002) evaluierten die Viabilität 
von behandelten C. parvum-Oozysten anhand eines In-vitro-Exzystierungsprotokolls und 
berechneten für eine Inaktivierung um zwei Log-Stufen einen Ct -Wert von 4,5 mg*min/l 
(RENNECKER et al., 2001) bzw. 6 mg*min/l Ozon (CORONA-VASQUEZ et al., 2002). In 
beiden Studien wurden Unterschiede zwischen verschiedenen Chargen desselben C. parvum-
Stammes und ein negativer Einfluss der Lagerungsdauer auf die Viabilität der Oozysten nach 
Behandlung festgestellt. 
Auch eine Erniedrigung der Temperatur hat negativen Einfluss auf den Inaktivierungserfolg von 
Ozon (FINCH et al., 2001; LI et al., 2001; CORONA-VASQUEZ et al., 2002). Im Gegensatz 
dazu wurden unter Laborbedingungen bei Werten zwischen pH 6 und pH 10 keine signifikanten 
Unterschiede festgestellt (RENNECKER et al., 2001), obwohl gelöstes Ozon mit steigendem 
pH instabiler wird und in bromidhaltigem Wasser (Meereswasser, Brackwasser, Poolwasser) 
das Reaktionsprodukt Bromat erzeugt (HOIGNÉ et al., 1988). Diese kanzerogene Verbindung 
ist im Zuge der Trinkwasseraufbereitung mit Ozon schwer zu eliminieren (ERICKSON und 





2. 9. 2. 3 Alkohole und Aldehyde 
 
Zur Oberflächendesinfektion im Labor wird üblicherweise 70 %iges Ethanol verwendet, 
welches zur Inaktivierung von C. parvum nach 10 min Einwirkzeit jedoch nicht geeignet ist 
(BARBEE et al., 1999). WEIR et al. (2002) überprüften die Wirksamkeit neun verschiedener 
Substanzen gegenüber C. parvum-Oozysten, darunter 70 % Ethanol, 70 % Isopropanol und 37 
% Methanol. Letzteres führte zu einer signifikanten Reduktion von Infektionsherden in HCT-8-
Zellen. Keiner der getesteten Alkohole konnte den Parasiten jedoch komplett inaktivieren 
(WEIR et al., 2002). Auch durch die Behandlung mit geringeren Ethanolkonzentrationen (9 % 
und 40 %) über acht Tage wird C. hominis zwar zu 66 % bzw. zu 72 % inaktiviert, in MRC-5-
Zellen sind Entwicklungsstadien dieser Kryptosporidien-Spezies dennoch nachweisbar 
(DAWSON et al., 2004). Im Zuge der Etablierung eines Membranfilter-Protokolls zur 
Gewinnung von C. parvum-Oozysten aus Wasserproben untersuchten CARRENO et al. (2001) 
den Einfluss eines vier minütigen Zentrifugationsschrittes während der Exposition zu 95 % und 
70 % Ethanol. Dadurch wurde die Infektiosität der Oozysten für HCT-8-Zellen auf die Hälfte 
reduziert. 
Durch die Oxidation von primären Alkoholen entstehen Aldehyde. Gegenüber C. parvum führt 
eine mit Formaldehyd gesättigte Atmosphäre nach 24 h Exposition zwar zur Reduktion, aber 
nicht zur Elimination der Infektiosität in BALB/c-Mäusen (FAYER et al., 1996). Auch 
Glutaraldehyd führte in einer Konzentration von 2,5 % erst nach 10 h Inkubation zum Erlöschen 
der Infektiosität von C. parvum-Oozysten für Caco-2-Zellen (WILSON und MARGOLIN, 
1999) und HCT-8-Zellen (WILSON und MARGOLIN, 2003). Unter Anwendung derselben 
Parameter konnten die Autoren bei höheren Infektionsdosen (> 1,5*106 Oozysten) bzw. unter 
Zugabe von FKS zur Simulation eines Proteinfehlers jedoch Entwicklungsstadien des Parasiten 
detektieren (WILSON und MARGOLIN, 1999; 2003). 
 
2. 9. 2. 4 Ammoniumverbindungen 
 
C. parvum-Oozysten, die 24 h einer mit Ammoniak (NH3) gesättigten Atmosphäre ausgesetzt 
waren, verursachten in intestinalen Epithelzellen von BALB/c-Mäusen keine Infektion (FAYER 
et al., 1996). Basierend auf Viabilitätstests (Exzystierung und DAPI/PI-Färbung) sahen 
JENKINS et al. (1998) eine Einwirkzeit von 24 h bei einer NH3-Konzentration von 3,9 M als 
ausreichend an, die Viabilität von Oozysten um fünf Log-Stufen (99,999 %) zu reduzieren. Die 
Autoren konnten eine steigende Inaktivierung bei steigender NH3-Konzentration (0,007 M bis 




vom pH-Wert war. Es wurde vermutet, dass die chemische Aktivität des freien NH3 und seine 
Fähigkeit, in die Oozystenwand bzw. Sporozoitenmembran einzudringen, zur Inaktivierung 
führen (JENKINS et al., 1998). Mit den gleichen In-vitro-Assays wurde dieser Zusammenhang 
auch von REINOSO et al. (2008) festgestellt. Nach vier Tagen bei initial 50 mg/l NH3 
(Endkonzentration ca. 35 mg/l) war der Anteil lebender Oozysten im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle um ca. 55 % geringer und nahm im Vergleich zum Startzeitpunkt des 
Experiments um ca. 76 % ab (REINOSO et al., 2008). Basierend auf dem Nachweis von C. 
parvum-mRNA erreichten LIANG und KEELEY (2012) nach einer Stunde Inkubation bei einer 
NH3-Konzentration von 0,75 M eine Reduktion lebender Oozysten auf 0,1 % des 
Ausgangswertes. 
WEIR et al. (2002) wendeten ein hauseigenes Desinfektionsmittel aus 2,5 % 
Ammoniumhydroxid (ca. 0,2 M) und Frontscheibenreiniger an, womit nach 13 min und nach 33 
min Inkubation der Oozysten Infektionsherde in HCT-8-Zellen signifikant reduziert wurden. 
Auf den möglichen Einfluss anderer chemischer Bestandteile in der Reinigungsflüssigkeit (z. B. 
Methanol und Tenside) wurde hingewiesen. In MDCK-Zellen konnten BARBEE et al. (1999) 
keine Veränderungen in der Infektiosität von C. parvum feststellen, wenn die Oozysten zuvor 
mit quartärem Ammonium (1:128) behandelt wurden. 
 
2. 9. 2. 5 Wasserstoffperoxid 
 
Bei der Anwendung von Wasserstoffperoxid (H2O2) kommt es zur Entstehung von 
Sauerstoffradikalen, welche nicht nur mit der DNA interagieren sondern in eukaryotischen 
Organismen auch zum intrazellulären Einstrom von Kalzium führen (KNIEL et al., 2003). Bei 
Kryptosporidien wird in Anwesenheit von H2O2 in Kot die Durchlässigkeit der Oozystenwand 
für säurefeste Farbstoffe erhöht (ENTRALA et al., 1995). Zur Evaluierung eines Gasplasma-
Sterilisationsverfahrens basierend auf einer Applikation von 6 mg/l H2O2 testeten VASSAL et 
al. (1998) die Infektiosität von Oozysten und konnten nach einem vollständigen 
Sterilisationszyklus von 75 min keinerlei Oozystenausscheidung in immunsupprimierten Ratten 
feststellen. In der Zellkultur (MDCK-Zellen) resultierte eine Exposition von Oozysten zu 6 % 
H2O2 über 10 min in einer Inaktivierung über drei Log-Stufen (BARBEE et al., 1999). Bei 
längeren Behandlungszeiten der Oozysten (13 min, 33 min) und gleicher Konzentration wurden 
keine Infektionsherde mehr detektiert (WEIR et al., 2002). In HCT-8-Zellen konnten KNIEL et 
al. (2004) gleiche Ergebnisse erzielen, wenn C. parvum-Oozysten vor Infektion über zwei 




Eine vollständige Wirkung dieser Substanz zeigte sich bei der Zugabe von 0,03 % H2O2 zu 
verschiedenen Fruchtsäften, die artifiziell mit dem Erreger kontaminiert wurden. Ohne 
Beeinträchtigung der Lebensmittelqualität waren die daraus gewonnen Oozysten nicht mehr 
infektiös für HCT-8-Zellen (KNIEL et al. 2003). Aufgrund der hohen Effektivität gegenüber C. 
parvum wird H2O2 in zeit- und konzentrationsabhängigen Versuchsreihen zur Evaluierung neuer 
Viabilitätstests (ALUM et al., 2011; LIANG und KEELEY, 2012) und in Studien zur 
Inaktivierung von C. parvum als Positivkontrolle verwendet (DELLING et al., 2017). 
 
2. 9. 3 Kommerziell erhältliche Desinfektionsmittel  
 
Zur Reinigung und Desinfektion von Stallungen stehen dem Landwirt/ der Landwirtin 
kommerziell erhältliche Produkte zur Verfügung, welche zumeist unterschiedliche chemisch 
wirksame Komponenten enthalten. Auch einige kommerzielle Desinfektionsmittel wurden im 
Labor auf ihre Wirksamkeit gegenüber Kryptosporidien getestet. Bezüglich der 
Exzystierungsrate berichteten HOLTON et al. (1994) von einer hohen Wirksamkeit auf C. 
parvum bei einstündiger Inkubation mit folgenden Desinfektionsmitteln: 5 % Pentapon 
DC1®(Beta-en), 6 % Sactimed® (quartäres Ammonium) und 2 % Cidex® (Glutaraldehyd). 
Letzteres Produkt zeigte bei 2,4 %iger Konzentration und 45 min Einwirkzeit in der Zellkultur 
jedoch nur eine Reduktion um 0,3 Log-Stufen (BARBEE et al., 1999). Auch für CD-1-Swiss-
Mäuse sind mit Aldehyden (AGRIGERM 1000®: 13,16 % Formaldehyd, 13,37 % 
Glutaraldehyd) behandelte Oozysten nach 2 h noch infektiös (CASTRO-HERMIDA et al., 
2006). In dieser Studie kam man bei Anwendung von AGROOXYDE II®, welches H2O2 (20-30 
%), Peressigsäure (5 %) und Essigsäure (5-10 %) enthält, zu demselben Ergebnis (CASTRO-
HERMIDA et al., 2006). Im Gegensatz dazu erzielten QUÍLEZ et al. (2005) bei Behandlung der 
Oozysten mit auf H2O2 basierenden Produkten eine effektive Inaktivierung des Parasiten. Die 
Autoren testeten Ox-Virin® (25 % H2O2, 5 % Peressigsäure) sowie Ox-Agua® (48 % H2O2, 0,05 
% Silbernitrat) in verschiedenen Konzentrationen. Eine vollständige Reduktion der Infektiosität 
in BALB/c-Mäusen wurde durch Ox-Virin® ab 5 % bei 2 h Inkubation und durch Ox-Agua® ab 
3 % bei 30 min Einwirkzeit erlangt. Eine zweistündige Behandlung mit dem auf Aminbasis 
wirkenden Desinfektionsmittel KENOTMCOX (2 %) ist ebenfalls ausreichend, um im Modell 
C57BI/6-Maus die Infektiosität zu unterbinden (NACIRI et al., 2011). 
Desinfektionsmittel, die gegen einzellige Parasiten wirken, werden durch die DVG geprüft und 
in der DVG-Desinfektionsmittelliste mit der nötigen Konzentration und Einwirkzeit aufgeführt. 
Aufgrund der hohen Widerstandsfähigkeit wurde in Wirksamkeitsprüfungen gegen Kokzidien, 




Desinfektionsmitteltestungen auf antiprotozoäre Wirkung basierten daher im Wesentlichen auf 
In-vivo-Studien im Huhn, die von DAUGSCHIES et al. (2002) veröffentlicht wurden. 
Wirkung gegen einzellige Parasiten zeigen nach DVG-Desinfektionsmittelliste vor allem 
Produkte auf Kresolbasis. Kommerziell erhältlich sind z. B. Neopredisan 135-1, Aldecoc ®TGE 
und Aldecoc ®XD, welche für C. parvum in der Zellkultur (HCT-8) eine hohe Effektivität in 
Form einer über 99,9 %igen Inaktivierung zeigten (SHAHIDUZZAMAN et al., 2010). Mit dem 
Ziel, den Tierversuch bei der Wirksamkeitsprüfung von Desinfektionsmitteln ersetzen zu 
können, wurde das von SHAHIDUZZAMAN et al. (2010) etablierte In-vitro-Modell in den 
letzten Jahren hinsichtlich seiner Anwendbarkeit auf Keimträgern (DRESELY et al., 2015) 
weiterentwickelt, und einige Optimierungsschritte wurden integriert (DELLING et al., 2017). 
Inzwischen ist die Prüfung von Desinfektionsmitteln am Modellorganismus C. parvum als 
DVG-Richtlinie anerkannt (DVG, 2019). Darin vorgeschrieben ist die Prüfung der 
Vermehrungsfähigkeit des Erregers nach 120 min Inkubation mit der Testsubstanz bei 10 °C 
und gegebenenfalls 20 °C im Suspensions- und im Keimträgertest. 
Die Einbeziehung weiterer in der Praxis relevanter Faktoren, wie der Einfluss von 
Schmutzrückständen, sollen zukünftig bei der Wirksamkeitsprüfung berücksichtigt werden. Die 
konsequente und korrekte Desinfektion aller Stallungen auf einem Rinder haltenden Betrieb ist 
Grundvoraussetzung dafür, Kryptosporidiose hinreichend zu kontrollieren, reicht aber in 
Problembeständen alleine nicht aus (KEIDEL und DAUGSCHIES, 2013). 
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3 Publikation 1: Inactivation of Cryptosporidium parvum under laboratory 
conditions 
 
Cora Delling*, Ivette Holzhausen*, Arwid Daugschies, Matthias Lendner 
*gleichwertige Autorenschaft 
Publiziert in: Parasitology Research 2016; 115(2): 863-6. doi: 10.1007/s00436-015-4813-4 
4 Seiten, 2 Abbildungen, 1 Tabelle, 17 Literaturangaben 
Eigenanteil der Arbeit: 
• Ivette Holzhausen ist eigenverantwortlich für das Studiendesign zur Inaktivierung von 
C. parvum mittels UV-Strahlung. Sie ist eigenverantwortlich für die durchgeführten 
Versuche und damit verbundenen Arbeiten im Labor und der Datengewinnung der 
chemischen Desinfektion für die Expositionszeiten 12 h und 24 h sowie für die 
Durchführung der physikalischen Inaktivierung mittels UV-Strahlung für die 
Expositionszeiten 10 min und 30 min. Des Weiteren ist sie eigenverantwortlich für die 
Auswertung der Ergebnisse der UV-Inaktivierung (Abbildung 2) und das Beschreiben 
der Materialien und der Methodik bezüglich der UV-Inaktivierung sowie der 
Erstellung der Abbildung 1. 
• Cora Delling ist eigenverantwortlich für das Studiendesign der chemischen 
Desinfektion. Sie ist eigenverantwortlich für  die Laborarbeiten und die Erhebung der 
Daten zur chemischen Desinfektion für die Expositionszeiten 30 min, 2 h und 4 h 
sowie für die Datenerhebung für Abbildung 1 und der UV-Bestrahlung für die 
Expositionszeit 20 min. Sie wertete die Daten der chemischen Desinfektion aus 
(Tabelle 1) und schrieb das Manuskript für die Publikation (ausgenommen Material 
und Methodik UV-Bestrahlung) 
• Matthias Lendner hatte die Studienidee und ist verantwortlich für die kritische 
Überprüfung des Studiendesigns sowie der Durchführung der Versuche im Labor.  
• Matthias Lendner und Arwid Daugschies sind verantwortlich für eine kritische 
Begutachtung des Manuskriptes hinsichtlich des fachlichen Inhalts. 
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4 Publikation 2: Distribution of Cryptosporidium parvum gp60 subtypes in calf herds 
of Saxony, Germany 
 
Ivette Holzhausen, Matthias Lendner, Franziska Göhring, Ilka Steinhöfel, Arwid Daugschies 
Publiziert in: Parasitology Research 2019; 118(5): 1549-1558. doi.org: 10.1007/s00436-019-
06266-1 
10 Seiten, 2 Abbildungen, 2 Tabellen, 84 Literaturangaben 
Eigenanteil der Arbeit:  
• Ivette Holzhausen ist eigenverantwortlich für die Planung der Laborarbeiten zur 
Subtypisierung der Isolate. Sie ist eigenverantwortlich für die Arbeiten im Labor, 
ausgenommen der Heine-Färbung, für die statistische Analyse und die Interpretation der 
in der Publikation enthaltenen Daten, sowie für die Auswertung der DNA-Sequenzen 
und für das Verfassen des Manuskripts. 
• Matthias Lendner hatte die Studienidee zur molekulargenetischen Charakterisierung der 
Isolate. 
• Franziska Göhring und Ilka Steinhöfel führten die Probenentnahmen und die 
Datenerhebung auf den Betrieben durch. Franziska Göhring führte außerdem die Heine-
Färbung durch und Ilka Steinhöfel ist verantwortlich für das Studiendesign, welches zur 
Generierung der Isolate geführt hat. 
• Arwid Daugschies ist verantwortlich für die Begutachtung des fachlichen Inhalts des 
Manuskriptes. 
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5 Publikation 3: Bovine Cryptosporidium parvum field isolates differ in 
cytopathogenicity in HCT-8 monolayers 
 
Ivette Holzhausen, Matthias Lendner, Arwid Daugschies 
Publiziert in: Veterinary Parasitology 2019; 273: 67-70. doi:10.1016/j.vetpar.2019.08.006  
4 Seiten, 2 Abbildungen, 1 Tabelle, 19 Literaturangaben 
Eigenanteil der Arbeit: 
• Ivette Holzhausen ist eigenverantwortlich für die Laborarbeiten zur 
Zytopathogenitätsbestimmung der Isolate. Sie ist eigenverantwortlich für die statistische 
Analyse und die Interpretation der in der Publikation enthaltenen Daten, sowie das 
Verfassen des Manuskripts. 
• Matthias Lendner hatte die Studienidee und unternahm erste Überlegungen zur Planung 
der Laborarbeiten. 








Kryptosporidien sind ubiquitär vorkommende parasitäre Einzeller, die resistent gegenüber einer 
Vielzahl von Umweltfaktoren sind (THOMSON et al., 2017). Insbesondere C. parvum ist in der 
Tiermedizin als Ursache von neonatalem Durchfall von enormer Bedeutung. Das Fehlen eines 
effektiven Therapeutikums lenkt den Fokus zur Bekämpfung des Parasiten in der Nutztierhaltung auf 
Reinigungs- und Desinfektionsmaßnahmen, welche durch das zoonotische Potential auch während des 
gezielten Umgangs mit dem Erreger im Labor von großer Bedeutung sind. Ein Ziel der vorliegenden 
Studien war es daher chemische Substanzen und eine Art der physikalischen Inaktivierung bezüglich 
ihrer Wirksamkeit gegenüber C. parvum-Oozysten zu testen (PUBLIKATION 1). Da es sich bei der 
neonatalen Diarrhoe des Kalbes, an der C. parvum maßgeblichen Anteil hat, um ein multifaktorielles 
Geschehen handelt, ist eine Abschätzung des Beitrags eines einzelnen Erregers zur klinischen 
Ausprägung der Infektion schwierig. In dieser Hinsicht wäre auch zu berücksichtigen, dass sich 
Feldisolate von C. parvum in ihrer Virulenz unterscheiden können. In der vorliegenden Arbeit wurde 
daher auch die Zytopathogenität verschiedener C. parvum-Feldisolate in vitro evaluiert, um eine 
Abschätzung der Virulenz des Erregers unter standardisierten Laborbedingungen zu ermöglichen 
(PUBLIKATION 3). Da Kälber von einer Vielzahl genetisch unterschiedlicher C. parvum-Subtypen 
befallen werden können, wurden Kryptosporidien aus einer umfassenden Studie in Sachsen weiterhin 
molekulargenetisch charakterisiert und ein aktueller Überblick über die vorkommenden Subtypen 
gegeben (PUBLIKATION 2). 
 
6. 1 Chemische Desinfektion von C. parvum unter Laborbedingungen 
 
JOACHIM et al. (2003b) haben gezeigt, dass in der veterinärmedizinische Diagnostiklabore den 
Parasiten in seiner Bedeutung als Primärpathogen oftmals unterschätzen. Diese Einschätzung dürfte 
bei praktizierenden Tierärzt/en/innen und Landwirt/en/innen ebenfalls weit verbreitet sein (GÖHRING 
et al., 2014). Da auch humanmedizinische Einrichtungen Stuhlproben mit unphysiologischer 
Konsistenz von erwachsenen Patient/en/innen nicht und von Kindern unter zwei Jahren nur teilweise 
routinemäßig auf Kryptosporidien untersuchen (GERTLER et al., 2015), muss die jährlich in 
Deutschland ermittelte Inzidenz humanpathogener Cryptosporidium spp. als deutlich unterschätzt 
gelten. In Europa kam es seit 2000 immer wieder zu größeren Kryptosporidiose-Ausbrüchen beim 
Menschen, die zum Teil mit Tierkontakt oder Kontamination der Umwelt aus der Tierhaltung in 
Zusammenhang gebracht werden konnten (CACCIÒ und CHALMERS, 2016). Für diagnostische 
Labore, die möglicherweise kryptosporidienhaltiges Untersuchungsmaterial zugestellt bekommen, 
oder Forschungseinrichtungen, die gezielt mit C. parvum umgehen, ist aus Arbeitsschutzgründen 




Dekontaminationsmaßnahmen vor und nach dem Arbeiten, um die Gefahr der akzidentellen Infektion 
zu vermindern. 
DVG-gelistete Desinfektionsmittel für die Tierhaltung, die eine ausreichende Effektivität gegenüber 
Kryptosporidien-Oozysten aufweisen, enthalten vor allem Kresolverbindungen. Diese Substanzen sind 
aufgrund ihrer korrosiven Eigenschaften zur Desinfektion im Labor mit hochsensiblen Geräten jedoch 
ungeeignet. Ethanol, H2O2 und NaOCl sind weniger aggressiv und in den meisten Laboren als 
Grundchemikalie vorhanden. Deshalb wurden diese Substanzen auf die inaktivierende Wirkung 
untersucht. Die Evaluation der Wirkung auf C. parvum-Oozysten erfolgte in vitro im Suspensionstest 
mit einer Kombination aus Zellkultur und quantitativer Real-Time-PCR. Dieses Modell wurde von 
SHAHIDUZZAMAN et al. (2009) entwickelt und bereits zur Testung verschiedener 
Desinfektionsmittel gegen C. parvum angewendet (SHAHIDUZZAMAN et al., 2010). Nach 
Integration eines Keimträgertests (DRESELY et al., 2015) sowie verschiedener Optimierungen 
(Exzystierungszeit von 3 h, DNA-Gewinnung 24 h p.i.; DELLING et al., 2017) wurde dieses Modell 
als Prüfrichtlinie der DVG zur Desinfektionsmitteltestung für die Tierhaltung im Februar 2019 
festgelegt (DVG, 2019). Gegenwärtig ist das Modell als preliminary work item in der Evaluation mit 
dem Ziel der Festlegung als Norm des Comité Européen de Normalisation (CEN). 
Davor war die Listung eines Desinfektionsmittels mit antiprotozoärer Wirkung nur nach Testung am 
Modellorganismus E. tenella in vivo möglich. Die Vergleichbarkeit von In-vivo- und In-vitro-
Verfahren zur Testung von Antikokzidia untersuchten THABET et al. (2017) anhand der Infektion 
von MDCK-Zellen mit E. tenella-Oozysten verschiedener Isolate und einer quantitativen Real-Time-
PCR des ITS-1-Gens. Die In-vitro-Ergebnisse korrelierten signifikant mit dem Hühnermodell 
(THABET et al., 2017). Zu demselben Schluss kamen SHAHIDUZZAMAN et al. (2010) beim 
Vergleich der Ergebnisse aus Inaktivierungsstudien mit E. tenella im Huhn und der Testung von C. 
parvum im Zellkultur-Assay, sodass der Tierversuch im Rahmen der Desinfektionsmittelprüfung 
abgeschafft werden konnte, was im Zuge des 3R-Prinzips einen wichtigen Schritt darstellt. Mit der 
Festlegung der DVG-Prüfrichtlinie auf C. parvum als Modellorganismus für alle protozoären 
Pathogene steht nun ein Verfahren zur Prüfung an einem hoch resistenten Erreger zur Verfügung 
(SPANO et al., 1997). 
Zur Bewertung der Infektiosität von C. parvum-Oozysten gilt das Mausmodell als Goldstandard 
(ROCHELLE et al., 2002). Jedoch stellen auch für diesen Erreger, wie oben bereits angesprochen, 
Zellkulturen eine geeignete Alternative zum Tierversuch dar, die sogar Vorteile gegenüber dem In-
vivo-Bioassay aufweisen (ROCHELLE et al., 2002; SLIFKO et al., 2002). SLIFKO et al. (2002) 
stellten eine geringere Variabilität und eine höhere Sensitivität im Zellkultur-Assay fest. Die Autoren 
beurteilten infizierte Monolayer im Gegensatz zur aktuellen Arbeit nach Ak-Markierung von 
Parasitenherden und führten keine Quantifizierung durch. ALUM et al. (2011) verwendeten HCT-8-




Amyloglukosidase. Eine Quantifizierung wurde mit Hilfe von Messungen der Bandenintensität bei der 
Visualisierung der PCR-Produkte auf einem Agarosegel vorgenommen. Die Werte für die 
Inaktivierung der Oozysten korrelierten sehr gut mit Ergebnissen, die in vivo erzeilt wurden (ALUM et 
al., 2011). ROCHELLE et al. (2002) evaluierten eine Kombination aus Zellkultur und Amplifikation 
der extrahierten hsp70-mRNA hinsichtlich ihrer Eignung zum Ersatz des Mausmodells. In dieser 
Studie zeigte sich, dass HCT-8-Zellen im Vergleich zu Caco- oder MDCK-Zellen für 
Infektionsversuche mit C. parvum in vitro am besten geeignet sind. Abgesehen von der 
unterschiedlichen Matrix für die PCR (mRNA bzw. DNA) ist die in der vorliegenden Studie 
angewandte Methodik mit den Assays von ROCHELE et al. (2002) und ALUM et al. (2011) 
vergleichbar, sodass eine Übertragbarkeit der In-vitro-Ergebnisse auf die Situation in vivo 
angenommen werden kann. Im Sinne des 3R-Prinzips ist dies ein wichtiger Befund. 
SHAHIDUZZAMAN et al. (2010) schlugen 99,5 % als Grenzwert für die Zertifizierung einer 
effektiven Inaktivierung von C. parvum nach 2 h Inkubation mit Desinfektionsmitteln im Zellkultur-
Assay vor. Aufgrund früherer Studien, in denen kürzere Einwirkzeiten getestet wurden (BARBEE et 
al., 1999; WEIR et al., 2002) war zu erwarten, dass dieser Wert in der vorliegenden Studie weder von 
denaturiertem Ethanol noch von 70 %igem oder 100%igem Ethanol erreicht wird. Tatsächlich lagen 
die Inaktivierungswerte nach 2 h bei nur 99,21 %, 90,41 % bzw. 96,79 %. Es konnte bestätigt werden, 
dass über die Anwendung in Laboren üblicher Desinfektionssubstanzen, keine hinreichende 
Dekontamination von Kryptosporidien zu erreichen ist. 
Auch die Resistenz der Oozysten gegenüber Chlorverbindungen ist bekannt (VENCZEL et al., 1997). 
Da eine Konzentration von 6 % NaOCl über 33 min zu keiner signifikanten Abnahme von 
Infektionsherden in HCT-8-Zellen führte (WEIR et al., 2002), wurden in der aktuellen Studie auch 
längere Einwirkzeiten evaluiert. Bei den getesteten NaOCl-Konzentrationen von 3 % und 6 % zeigte 
sich erst nach Exposition der C. parvum-Oozysten über mindestens 12 h eine ausreichende 
Inaktivierung. Durch die Benötigung einer solch langen Einwirkzeit ist die Anwendung von NaOCl 
zur Oberflächendekontamination in Laboren auschließlich nach Beendigung der Experimente eines 
Arbeitstages möglich. 
Am effektivsten war H2O2 in einer Konzentration von 10 %. In dieser Konzentration konnten ab 2 h 
Inkubation annähernd 99,5 % Inaktivierung erreicht werden. Basierend auf den Ergebnissen früherer 
Studien, in denen 6 % H2O2 nach 10 min (BARBEE et al., 1999) bzw. 13 min (WEIR et al., 2002) zu 
einer Inaktivierung von über drei Log-Stufen in der Zellkultur führte, wird H2O2 in dieser 
Konzentration als Positivkontrolle zur Evaluierung von Viabilitäts- und Infektiositätstests verwendet 
(ALUM et al., 2011; LIANG und KEELEY et al., 2012). In der aktuellen Arbeit blieb die 
Inaktivierung durch 10 % H2O2 bei einer kurzen Inkubationzeit von 30 min mit 97,29 % unter den von 
BARBEE et al. (1999) und WEIR et al. (2002) berichteten Werten. Die Verwendung von MDCK-




Zelllinien gegenüber HCT-8-Zellen als schlechter für die Infektion von C. parvum geeignet erwiesen 
(UPTON et al., 1994), ist eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz der Ergebnisse. Eine 
methodische Abweichung zum aktuellen Zellkultur-Assay ist auch bei WEIR et al. (2002) vorhanden. 
Die Autoren färbten infizierte HCT-8-Zellmonolayer mit Sporo-GloTM und zählten die Objektträger 
bei einer Anzahl von zehn bis 100 Infektionsherden mikroskopisch aus. Geringer infizierte Monolayer 
wurden bei der Quantifizierung also nicht berücksichtigt. Eine anschließende Real-Time-PCR zur 
Detektion vorhandener C. parvum-DNA, wie in der vorliegenden Arbeit durchgeführt, ist 
demgegenüber sensitiver und erlaubt in jedem Fall eine Quantifizierung der parasitären Replikation. 
Als chemische Positivkontrolle für eine Desinfektionsmittelprüfung ist H2O2 nach den eigenen 
Erfahrungen nur in höheren Konzentrationen zu verwenden. Dies wurde bereits von DELLING et al. 
(2017) diskutiert. Vor diesem Hintergrund wurde in der Prüfrichtlinie der DVG die höchstmögliche 
Konzentration von 30 % H2O2 bei 2 h Inkubationsdauer festgelegt (DVG, 2019). 
Zusammenfassend kann man sagen, dass denaturiertes Ethanol und Ethanol keine geeigneten 
Substanzen für die Oberflächendekontamination in Laboren darstellen. Die Anwendung von NaOCl 
oder H2O2 lässt sich durch die nötige Einwirkzeit von 12 h bzw. 2 h eher schwer in die Arbeitsabläufe 
zwischen zwei Versuchen integrieren. Eine akzditentielle Infektion kann jedoch nach jeder Tätigkeit 
mit dem Erreger erfolgen. Für eine Behandlung der Oberflächen am Ende eines Arbeitstages ist 
insbesondere 10 %iges H2O2 durch die doch erheblich kürzere Inkubationszeit gegenüber NaOCl 
geeignet und trägt zur Verringerung des Infektionsrisikos für die im Labor arbeitenden Personen bei. 
 
6. 2 Physikalische Inaktivierung von C. parvum mittels UV-Bestrahlung 
 
Sterilwerkbänke sind für gewöhnlich mit UV-Lampen zur Erregerinaktivierung ausgestattet. Im 
Vorfeld zur aktuellen Studie und im Hinblick auf Beschränkungen der Eignung chemischer 
Desinfektion stellte sich daher die Frage, inwieweit diese Art der Oberflächendekontamination 
geeignet ist Kryptosporidien zu inaktivieren. In Studien, welche eine hinreichende Wirkung von UV-
Strahlung aufzeigen befanden sich die C. parvum-Oozysten während der Behandlung ausschließlich in 
Suspension. Von Interesse war daher die Evaluation der Infektiosität UV-bestrahlter Oozysten auf 
Oberflächen. Dafür steht ein standardisierter Keimträgertest zur Verfügung (DRESELY et al., 2015), 
der Bestandteil der aktuellen DVG-Prüfrichtlinie ist (DVG, 2019). 
Im Keimträgertest wird durch das Auftragen der Oozysten auf Edelstahlscheiben mit 20 mm 
Durchmesser die Kontamination einer Oberfläche simuliert, was die Desinfektion von Arbeitsflächen 
im Labor, aber auch in Tierstallungen, praxisnah nachbilden soll. In früheren Studien wurde von der 
Schwierigkeit der Rückgewinnung der zu testenden Oozysten nach längerer Umweltexposition 




0,03 % bovinem Serumalbumin (BSA) die Rückgewinnungsrate der Oozysten nach 30 min 
Antrocknung auf dem Keimträger bedeutend verbessern. BSA wird für gewöhnlich zur Simulation 
von eiweißlastigen Verschmutzungen verwendet, welche die Effizienz eines Desinfektionsmittels stark 
beeinflussen können (SASSONNE et al., 2008; DRESELY et al., 2015). Die Testung von 
Inaktivierungsverfahren unter standardisierten Laborbedingungen ist dadurch realitätsnaher. Aufgrund 
dieser beiden Gesichtspunkte (Erhöhung der Rückgewinnungsrate, Simulation von Verschmutzungen) 
erfolgte auch in der aktuellen Arbeit die Zugabe von BSA zur Oozystensuspension. Die 
Expositionszeiten wurden so gewählt, dass eine Dekontamination der Sterilwerkbank zwischen zwei 
Arbeitsvorgängen im Labor noch praktikabel ist und keine längeren Verzögerungen der Arbeitsabläufe 
nach sich zieht. 
Bei der Anwendung von UV-Licht ist die Strahlungsleistung (W/cm2) maßgeblich von der 
verwendeten UV-Quelle und dem Abstand zum bestrahlten Objekt abhängig. In Kombination mit der 
Bestrahlungsdauer (min) ergibt sich eine Vielzahl möglicher Intensitäten (mJ/cm2), die auf den Erreger 
einwirken. Durch die unterschiedlichen Anwendungsprotokolle bisheriger Studien ist auch bei diesem 
Aspekt der aktuellen Studienergebnisse ein Vergleich mit bekannten Inaktivierungsraten nicht ohne 
Einschränkungen möglich (ERICKSON und ORTEGA, 2006). 
In der aktuellen Arbeit wurden über die Bestrahlungsdauer drei verschiedene UV-Intensitäten im 
Bereich 33,6 mJ/cm2, 67,2 mJ/cm2 und 100 mJ/cm2 angewendet. Eine Inaktivierung von C. parvum 
von über 99 % wurde nur durch die höchste Intensität erreicht. 100 mJ/cm2 als nötige Intensität für 
eine Reduktion der Infektiosität um zwei Log-Stufen erscheinen im Vergleich zu bisherigen Studien 
als sehr hoher Wert. BUKHARI et al. (1999) inaktivierten C. parvum bereits bei einer 
Bestrahlungsintensität von 41 mJ/cm2 vollständig. CLANCY et al. (2000) erreichten mit 33 mJ/cm2 
eine Reduktion von 2,7 log10. BELOSEVIC et al. (2001) berichteten von einer Inaktivierung um vier 
Log-Stufen bei Bestrahlung der Oozysten mit 60 mJ/cm2. Im Gegensatz zu den aktuellen Ergebnissen 
basieren diese Daten jedoch auf Testungen der Infektiösität bestrahlter Oozysten im Mausmodell, 
welche wiederum mit unterschiedlichen Infektionsdosen eines C. parvum-Laborisolats (Iowa strain) 
durchgeführt wurden. 
BUKHARI et al. (1999) und CLANCY et al. (2000) entnahmen 2-3 cm des terminalen Ileums einer 
infizierten Maus und evaluierten den Objektträger qualitativ auf das Vorhandensein von C. parvum. 
Entwicklungsstadien, welche Epithelzellen eines anderen Darmabschnitts befallen haben, wurden 
nicht berücksichtigt. In der aktuellen Arbeit wurde dagegen eine Quantifizierung der C. parvum-DNA 
für den gesamten inokulierten Zellmonolayer durchgeführt. Auch bei Anwendung von In-vitro-
Modellen ist oft von höheren Inaktivierungsraten bei niedrigerer UV-Intensität zu lesen, als es in den 
eigenen Studien der Fall war. Beispielsweise wurde C. parvum im Zellkultur-Assay unter Anwendung 
von Bestrahlungsintensitäten in einem vergleichbaren Bereich (40 mJ/cm2) vollständig inaktiviert 




der gesamte Zellmonlayer wurde auf parasitic foci untersucht (ENTRALA et al., 2007). Die 
Bezeichnung parasitic foci wurde jedoch nicht genau definiert, sodass unklar ist, ob auch einzelne 
Erreger in der Kultur detektiert wurden. Diese methodischen Unterschiede stellen eine Begründung 
dafür dar, dass es in den zitierten Studien (BUKHARI et al., 1999; CLANCY et al., 2000; ENTRALA 
et al., 2007) möglicherweise zu einer Überschätzung der Inaktivierungsraten gegenüber den 
Ergebnissen der eigenen Arbeit kam. 
Die Studie von KEEGAN et al. (2003) ist dem aktuell angewendeten Assay methodisch am nächsten, 
was auch die ähnlichen Inaktivierungsraten erklärt. Die Autoren wendeten eine Kombination aus 
Zellkultur und quantitativer Real-Time-PCR des C. parvum-18S-Gens nach Bestrahlung der Oozysten 
mit 30 mJ/cm2 an und ermittelten eine Reduktion der Infektiosität um 2,2 Log-Stufen. 
Ein direkter Vergleich zwischen Daten aus dem Suspensionstest, der den zitierten Studien zugrunde 
liegt, und aus dem Keimträgertest der eigenen Arbeit ist generell problematisch. Letztlich ist aber 
festzustellen, dass für die Prüfung von Dekontaminationsmaßnahmen auf Oberflächen der 
Keimträgertest die bei weitem geeignetere Methodik darstellt. Aus diesem Grund fordern die DVG-
Richtlinien auch zwingend die Durchführung des Keimträgertest. 
Es lässt sich zusammenfassend sagen, dass die Infektiosität von C. parvum-Oozysten durch die 
Behandlung mit UV-Licht bei 100 mJ/cm2 eine effektive Methode zur Dekontamination glatter 
Oberflächen darstellt. Der von SHAHIDUZZAMAN et al. (2010) vorgeschlagene Inaktivierungswert 
von 99,5 % wurde nicht erreicht. Das kann jedoch durchaus daran liegen, dass nicht der 
Suspensionstest sondern der praxisnähere Keimträgertest verwendet wurde, welcher im Allgemeinen 
anspruchsvoller ist. Immerhin wurden mehr als 95 % der Oozysten inaktiviert, was den Ansprüchen 
nach Richtlinie der DVG für chemische Desinfektionsmittel genügen würde (DVG, 2019). Da UV-
Lampen zum Zweck der Erregerinaktivierung in Sterilwerkbänke eingebaut sind, lässt sich dieses 
Verfahren gut in den Arbeitsablauf eines mit Kryptosporidien arbeitenden Labors eingliedern. Für die 
Behandlung anderer Arbeitsflächen wäre die Installation zusätzlicher UV-Lampen nötig, welche unter 
Berücksichtigung der entsprechenden Leistung der Strahlungsquelle und des Abstandes zum 
bestrahlten Arbeitsbereich sowie des Arbeitsschutzes eingesetzt werden könnten. Ein klarer Vorzug 
der Dekontamination mittels UV-Licht gegenüber chemischen Desinfektionsmitteln ist, dass keinerlei 
giftige, korrosive oder geruchsintensive Stoffe in die Umwelt ausgebracht werden. 
Für eine Keimabtötung in Tierställen hat die UV-Strahlung bisher keine nennenswerte Bedeutung 
(ZUCKER, 2017). In Hinblick auf den hohen Verschmutzungsgrad in diesem Bereich erfordert die 
Integration eines (mobilen) UV-Gerätes mit entsprechender Technologie noch sehr viel Forschung und 





6. 3 Nachweisraten von Cryptosporidium spp. in Sachsen 
 
In der Tiermedizin, insbesondere bei Kälbern, stehen oft die wirtschaftlichen Einbußen einer 
Kryptosporidien-Infektion durch erhöhte Behandlungskosten, verminderte Leistung und die höhere 
Sterblichkeit infizierter Kälber im Vordergrund (DE GRAAF et al., 1999). Ein regelmäßiges 
Screening von Kotproben duch den Landwirt/die Landwirtin selbst oder den betreuenden Tierarzt/die 
betreuende Tierärztin würde zur Verdeutlichung der Relevanz von Kryptosporidien und dem hohen 
Grad an Kontamination der Umwelt mit Oozysten beitragen und könnte damit die Sensibilität für 
diesen Erreger in der Kälberhaltung steigern. Allerdings stehen diesem Anspruch Aspekte von 
Aufwand und Kosten entgegen. Regionale epidemiologische Studien, wie die Statuserhebung zur 
aktuellen epidemiologischen Situation der Kälberkryptosporidiose in Sachsen in der vorliegenden 
Arbeit (PUBLIKATION 2), können dazu beitragen, dass in Landwirtschaft und Tiermedizin mehr 
Aufmerksamkeit erzeugt wird. Zeitnah laufende andere epidemiologische Studien der Arbeitsgruppe 
(KEWITZ et al., 2019) wurden genutzt, um Feldisolate zur genaueren Charakterisierung hinsichtlich 
der genetischen (PUBLIKATION 2) und zytopathogenen Eigenschaften (PUBLIKATION 3) des 
Parasiten zu gewinnen. 
Hinsichtlich der Häufigkeit von Kryptosporidien in Rindern in Deutschland sind in der Literatur sehr 
divergierende Angaben zu finden, was insbesondere auf die unterschiedlichen Studiendesigns 
zurückzuführen ist. JOACHIM et al. (2003b) und RAUE et al. (2017) analysierten retrospektiv Daten 
von Kotprobeneinsendungen veterinärmedizinischer Diagnostiklabore. JOACHIM et al. (2003b) 
bezogen außerdem die Ergebnisse von postmortalen Untersuchungen ein. In dieser Studie wurden im 
Zeitraum 1993 bis 1997 23 % der Kotproben bzw. Tierkörper positiv auf Kryptosporidien befundet. 
RAUE et al. (2017) berichteten über zehn Jahre (2003-2012) einen Wert von 39,9 % positiver Proben. 
Eine Betrachtung der Befunde bezüglich des Alters der Rinder wurde in diesen Studien nicht 
vorgenommen. Dieser Aspekt ist bei der Einschätzung der Kryptosporidiose jedoch zwingend zu 
berücksichtigen, da sich C. parvum im Allgemeinen nur bei Kälbern in den ersten Lebenswochen als 
Durchfallerreger klinisch zeigt, während der Parasit in älteren Tieren nur selten nachweisbar ist und 
noch seltener eine Erkrankung verursacht (SANTÍN et al., 2004; 2008). Wenn der Probenpool nicht 
auf die Risikogruppe der jungen Kälber beschränkt wird, kommt es zwangsläufig zu einer 
Unterschätzung des Vorkommens von C. parvum als Ursache des neonaten Durchfalls. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Studienkohorte daher auf Kälber bis vier Wochen Alter zum 
Studienbeginn beschränkt. Mit einer dreimaligen Beprobung im Abstand von einer Woche wurde die 
durchschnittliche Patenzperiode der Infektion von sieben Tagen (FAYER et al., 1998a) berücksichtigt. 
Dieses Vorgehen wurde gewählt, weil bei einmaliger Beprobung, wie es in früheren Studien oft 
gehandhabt wurde, die Gefahr des Übersehens einer Infektion, die sich z. B. noch in der Präpatenz 




mit 88,9 % eine wesentlich höhere C. parvum-Prävalenz in der Zielgruppe nachgewiesen werden, als 
dies in Kohorten unbekannter Altersstruktur (JOACHIM et al., 2003b; RAUE et al. 2017) oder mit nur 
einmaliger individueller Beprobung (GÖHRING et al., 2014) möglich war. 
In der Studie von GÖHRING et al. (2014) erschien vor allem interessant, dass in fast allen (92,9 %) 
Betrieben mindestens ein Tier Kryptosporidien ausschied. Auch in der vorliegenden Arbeit 
(PUBLIKATION 2) wurde in nahezu jedem Betrieb in Sachsen mindestens ein Ausscheider detektiert. 
Diese Ergebnisse bestätigen in einem reginalen Rahmen, dass C. parvum in Deutschland als 
ubiquitärer Erreger bei jungen Kälbern anzusehen ist. Wie in einer Langzeitstudie von SANTÍN et al. 
(2008) gezeigt, kann davon ausgegangen werden, dass in einer infizierten Herde alle Kälber in ihrem 
Leben mindestens einmal eine Kryptosporidien-Infektion durchlaufen. Da es sich um eine natürliche 
Exposition handelt, die initiale Infektionsdosis und der Infektionszeitpunkt unbekannt sind und die 
Patenz dadurch gegenüber experimentell infizierten Tieren (FAYER et al., 1998a) erheblich 
abweichen kann, würde nur eine tägliche Kotprobenentnahme in den ersten vier Lebenswochen das 
tatsächliche Ausmaß der Durchseuchung präzise aufzeigen. Ein derartiger Aufwand ist in 
epidemiologischen Feldstudien jedoch schwer umsetzbar. Immerhin kann mit dem Vorgehen der 
eigenen Studie hinreichend sicher bestätigt werden, dass praktisch jedes Kalb in den ersten 
Lebenswochen exponiert ist. 
Auch die angewendete Nachweismethode hat Einfluss auf die Anzahl positiver Proben. GÖHRING et 
al. (2014) wendeten sowohl die Karbolfuchsin-Färbung nach HEINE (1982) an (43,3 % positver 
Proben) als auch den Antigen-EIA (60,8 % positive Proben). In einer Untersuchung in 
Süddeutschland, in welcher nur Kälber mit Durchfall beprobt wurden, lagen die Ergebnisse, obwohl 
zwei verschiedene Nachweisverfahren (Heine-Färbung: 41,3% positiv, kommerzieller ELISA: 45,3 % 
positiv) verwendet wurden, dagegen sehr eng beieinander (GILLHUBER et al., 2014). 
Kryptosporidien wurden von GILLHUBER et al. (2014) in 47,6 % der Proben mit mindestens einer 
Nachweismethode detektiert. 
Die große Gesamtzahl der zu untersuchenden Kotproben erforderte in der vorliegenden Studie ein 
einfaches und kostengünstiges Nachweisverfahren. Die Heine-Färbung erfüllt diese Anforderungen 
und erlaubt zumindest eine semiquantitative Auswertung der Oozystenausscheidung. Die absoluten 
Zahlen der Auszählung von zehn zufällig ausgewählten Zählfeldern wurden, angelehnt an CHARTIER 
et al. (2013) und RIEUX et al. (2013), durch einen excretion score objektiviert. Die semiquantitaive 
Auswertung von gefärbten Kotausstrichen in dieser Form korreliert signifikant mit der direkten 
Immunfluoreszenz (CHARTIER et al., 2013), erfordert jedoch kein sehr spezielles Equipment. Die 
Heine-Färbung ist in vielen Diagnostiklaboren (JOACHIM et al., 2003b; RAUE et al., 2017) zum 
Nachweis von Kryptosporidien etabliert und trotz der geringeren Sensitivität gegenüber 
molekulargenetischen (z. B. PCR) oder immunologischen (z. B. Immunfluoreszenz) 




Um das Hauptsymptom einer Kryptosporidiose, den Durchfall, qualitativ beurteilen zu können, wurde 
die Konsistenz der Kotproben in der aktuellen Studie (PUBLIKATION 2) mit einem fünfstufigen 
faecal score bewertet, wobei ein Score > 2 als Durchfall definiert war. Es zeigte sich, dass unabhängig 
vom Infektionsstatus die Mehrzahl der beprobten Kälber (86 %) eine unphysiologische Kotkonsistenz 
aufwiesen. Zudem wurde festgestellt, dass Kryptosporidien ausscheidende Tiere signifikant häufiger 
Durchfall hatten als nicht infizierte Tiere (88,4 % vs. 64,9 %). 
Die Rolle des einzelligen Parasiten als Primärpathogen für neonatalen Durchfall wird in der Literatur 
seit Langem intensiv und teils kontrovers diskutiert. Bei Kälbern, die unter identischen Bedingungen 
(Alter, Futter, Infektionsdosis, Isolat) experimentell mit C. parvum infizierten wurden, zeigten sich 
starke individuelle Abweichungen hinsichtlich der Schwere und der Dauer des Durchfalls (FAYER et 
al., 1998a). Auch klinisch gesunde Tiere können Oozysten ausscheiden (TROTZ-WILLIAMS et al., 
2006; CASTRO-HERMIDA et al., 2011). Daher ist es nicht verwunderlich, dass bei natürlich 
infizierten Tieren nicht immer ein signifikanter Zusammenhang zwischen Oozystenausscheidung und 
Durchfall gezeigt werden konnte (SNODGRASS et al., 1986; BJÖRKAMN et al., 2003). Zusätzlich 
zur Variabilität des Infektionsgeschehens kann insbesondere unter Feldbedingungen auch ein 
uneinheitliches Beprobungsregime oder die Auswahl einer ungeeigneten Kohorte das klinische 
Potential der Kryptosporidien überdecken. 
ZAMBRISKI et al. (2013) berichteten bei Verabreichung unterschiedlich vieler Oozysten einen 
dosisabhängigen Zusammenhang zwischen Infektion und Oozystenausscheidung mit Durchfall. 
Übereinstimmend mit der aktuellen Arbeit wird in einer Vielzahl von Feldstudien zunehmend die 
bedeutende Rolle von C. parvum im Durchfallgeschehen bei neugeborenen Kälbern betont 
(BARTELS et al., 2010; CHO et al., 2013; GÖHRING et al. 2014; GARRO et al., 2016; DÍAZ et al., 
2018). Sonstige Faktoren in der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung, die das eher unspezifische 
Symptom Durchfall beeinflussen können (z. B. Infektionen mit anderen Enteropathogenen, 
Kolostrummanagement, Immunstatus des Kalbes, Reinigungs- und Desinfektionsmanagement) 
wurden in der vorliegenden Studie nicht berücksichtigt, werden aber aktuell in der Arbeitsgruppe 
analysiert (KEWITZ et al., 2019). 
 
6. 4 Zytopathogenität der C. parvum-Feldisolate 
 
Im Fokus der eigenen Untersuchungen standen auch Überlegungen, ob und wie Feldisolate im Labor 
charakterisiert werden können (PUBLIKATION 3). Histopathologisch ist die intestinale 
Kryptosporidiose geprägt durch eher unspezifische Veränderungen: Villusatrophie und -fusion, 
Hyperplasie der Kryptenzellen (HEINE et al., 1984b) und Einstrom von Entzündungszellen in die 




sekretorischer Natur, wird aber auch durch Malabsorption herbeiführt (ARGENZIO et al., 1993). In 
histologischen Untersuchungen des Darms experimentell mit C. parvum  infizierter Schweine wurden 
apoptotische Zellen (Nachweis Caspase-3-Aktivität) vor allem im Darmlumen und an der Spitze der 
Villi gefunden. Gleichzeitig ist in infizierten Zellen die NF-κB-Aktivität erhöht, womit die 
Darmbarriere aufrechterhalten wird (FOSTER et al., 2012). Auch im Mausmodell (SASAHARA et al., 
2003) und im Kolon von infizierten AIDS-Patient/en/innen (LUMANDUE et al., 1998) wurden in 
Biopsien des Darms morphologische Veränderungen gefunden, die typisch für eine Apoptose sind. 
Die Voraussetzung für eine Manifestation dieser histopathologisch nachvollziehbaren Veränderungen 
ist die Invasion des Erregers in die Enterozyten des Wirtes. Auch wenn die Langzeitkultivierung von 
C. parvum in vitro bisher in keinem Modell in ausreichendem Maß möglich war, ist der initiale Schritt 
der Invasion und die beginnende asexuelle Vermehrung in Zellkulturen visuell sehr gut 
nachvollziehbar (HIJJAWI et al., 2001; HUANG et al., 2004). Bereits in den 1990er Jahren wurde in 
vitro nachgewiesen, dass es in Folge einer Infektion mit C. parvum in einer intestinalen Zelllinie (T84) 
zur Störung der epithelialen Barrierefunktion und zur vermehrten Ausschüttung von 
Laktatdehydrogenase (LDH) kommt (ADAMS et al., 1994). GRIFFITHS et al. (1994) bestätigten 
diese Ergebnisse, die auf eine Zellnekrose hinweisen, in Caco-Zellkulturen. Die Erkenntnisse über die 
Invasionsvorgänge und die Zytopathogenität, die auf biochemischer Ebene ablaufen, sind für 
Cryptosporidium jedoch sehr spärlich. 
In Epithelzellen der menschlichen Gallenblase (H69) wurde erstmals die direkt zellschädigende 
Wirkung (Kondensation, Marginalisierung und Fragmentierung des Zellkerns) von C. parvum gezeigt 
(CHEN et al., 1998). Weitere Studien an infizierten H69-Zellen beweisen, dass die Anzeichen von 
Apoptose dosisabhängig bereits 12 h p. i. auftauchen (CHEN et al., 1999), dass die Fas/FasL 
entscheidend für die auto- und parakrin vermittelte Apoptose sind (CHEN et al., 1999) und dass eine 
Infektion mit C. parvum zur Translokation von NK κB in den Zellkern führt , was durch Induktion der 
IL-8-Sekretion die Apoptose in nicht direkt infizierten Nachbarzellen auslöst (CHEN et al., 2001). 
Auch McCOLE et al. (2000) sahen in intestinalen Zelllinien (HCT-8, Caco) Anzeichen einer Apoptose 
zum größeren Teil in Zellen, die nicht selbst mit C. parvum infiziert waren und vermuteten, dass NF 
κB an diesem Phänomen beteiligt ist. 
In der vorliegenden Studie (PUBLIKATION 3) wurde ein Zellkulturmodell verwendet, um zu 
untersuchen, ob sich angenommene Virulenzunterschiede von Feldisolaten über die Zytopathogenität 
darstellen lassen. Dazu wurden Oozysten aus den Kotproben der positiv auf Kryptosporidien 
getesteten Kälber nach der Methode von JOACHIM et al. (2003a) gewonnen. Da es nicht immer 
möglich ist aus einer individuellen Kotprobe Oozysten in einer ausreichenden Menge zu gewinnen, 
wurden positive Kotproben je Betrieb gepoolt. Damit ist die Einschränkung verbunden, dass sich eine 




Betrieb auf die Ergebnisse auswirken könnte. Diese Möglichkeit besteht, ließ sich unter den 
gegebenen Umständen, die sich aus der Arbeit mit Feldisolaten ergibt, jedoch nicht eliminieren. 
In der Zellkultur wurde im Wesentlichen dem etablierten Infektionsprotokoll von JOACHIM et al. 
(2003a) gefolgt. 24 h p. i. wurde die Viabilität infizierter Zellmonolayer mittels eines 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazoliumbromid(MTT)-Assays bestimmt, wie bereits von 
GÖHRING et al. (2012) durchgeführt. Der MTT-Assay wird in der Regel zur Abschätzung der 
Zytotoxizität von Medikamenten (VISTICA et al., 1991) oder Desinfektionsmitteln (JOACHIM er al., 
2003a) genutzt und beruht auf dem Nachweis eines Formazans, welches nur in lebenden Zellen aus 
der Reduktion von MTT entsteht. Durch die Kombination von In-vitro-Infektion und der Messung des 
gebildeten Formazans kann der Anteil toter Zellen nach Infektion mit C. parvum-Oozysten, welche 
übertragen auf den Darm des Wirtstieres letztendlich Durchfall verursachen, in Zusammenhang 
gebracht werden. 
Anhand von In-vivo-Studien wurde bereits früher vermutet, dass die Virulenz von Kryptosporidien 
zwischen verschiedenen Isolaten variiert (FAYER und UNGAR, 1986) und Eigenschaften des 
Parasiten neben anderen Einflussfaktoren (Wirt, Umwelt) direkt die Schwere der klinischen 
Erkrankung bestimmen. Die Autoren begründeten diese Aussage über den Vergleich von zwei 
identischen Tierversuchen, in denen die Probanden mit unterschiedlichen Cryptosporidium-Isolaten 
infiziert wurden. Es wurde gezeigt, dass ein Isolat in einer sehr hohen Infektionsdosis nicht in allen 
Kälbern klinische Symptome auslöste, die Infektion mit einer erheblich geringeren Infektionsdosis 
(0,2 %) dagegen in allen Tieren erfolgreich war (FAYER et al., 1985; FAYER und UNGAR, 1986). 
Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch POZIO et al. (1992) nach der Infektion von 23 männlichen 
Kälbern derselben Rasse und desselben Alters mit vier Isolaten, die sich hinsichtlich der 
Ausscheidungsintensität und des Durchfallverlaufs unterschieden. Außerdem ermittelten die Autoren 
über einen längeren Zeitraum monatlich die spontane Exzystierungsrate von Oozysten der 
verschiedenen Isolate, die aus jeweils einem Kalb gewonnen wurden. Die Isolate, welche mildere 
Klinik und geringere Oozystenausscheidung in den Kälbern auslösten, wiesen zu den verschiedenen 
Zeitpunkten eine zwei- bis dreifach höhere Exzystierungsrate auf (POZIO et al., 1992).  
Die zitierten Studien (FAYER et al., 1985, FAYER und UNGAR, 1986, POZIO et al., 1992) zeigen, 
dass innerhalb derselben Kryptosporidien-Spezies phänotypische Polymorphismen bestehen, welche 
für die unterschiedliche Angepasstheit an den Wirt verantwortlich sein könnten. Diese intrinsischen 
Faktoren verursachen z. B. die Variation der Oozystenausschiedung und die unterschiedliche 
Ausprägung der Erkrankung im Kalb. 
In-vivo-Studien in Menschen (OKHUYSEN et al., 1999) und im Mausmodell (SAYED et al., 2016) 
bekräftigen die These, dass die Virulenz zwischen Isolaten variiert. Es wurde angenommen, dass eine 




(OKHUYSEN et al., 1999; SAYED et al., 2016). Dies entspricht eigenen Erfahrungen. In 
Zellkulturexperimenten muss deshalb nach jeder Passage im Kalb erneut eine Abschätzung der 
Infektiösität erfolgen. Dieser Gesichtspunkt erklärt in der vorliegenden Arbeit möglicherweise die 
ermittelte Standardabweichung im MTT-Assay von 18,6 % für den Referenzstamm, welcher in der 
vorliegenden Arbeit in allen durchgeführten Assays zur Testung der verschiedenen Feldisolate 
mitgeführt wurde und dafür mehrmals passagiert werden musste, um ausreichend frisches 
Infektionsmaterial zu generieren. 
Eine Überprüfung der Viabilität und Integrität von Zellmonolayern nach Inokulation verschiedener 
Isolate wurde von WIDMER et al. (1998) mittels der Quantifizierung der apikal vorhandenen LDH 
und der Messung des elektrischen Widerstandes vorgenommen. Die Autoren stellten in beiden Assays 
signifikante Unterschiede zwischen den Isolaten fest, die nicht vom jeweiligen Genotyp (fünf C. 
hominis-Isolate, drei C. parvum-Isolate) und nicht von der Replikationsgeschwindigkeit des Parasiten 
abhängig waren (WIDMER et al., 1998). 
In der aktuellen Studie wiesen die verschiedenen Feldisolate erhebliche Unterschiede in ihrer 
Zytopathogenität auf. Die Evaluation erfolgte 24 h p.i., was eine Entwicklung des Parasiten bis zum 
frühen Merontenstadium erlaubt. Eine Quantifizierung der Parasitenstadien wurde nicht 
vorgenommen. Dies könnte zukünftig durch die Anwendung einer quantitative Real-Time-PCR zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion sinnvoll sein, um festzustellen, ob die Unterschiede im 
MTT-Assay mit der Replikationsgeschwindigkeit der Isolate in Zusammenhang stehen. WIDMER et 
al. (1998) stellten 24 h p.i. bei stark zytopathogenen Isolaten den größten Anteil toter Zellen fest und 
MELE et al. (2004) berichteten, dass infizierte Zellen initial den programmierten Zelltod einleiten. 
Auch wenn die molekularen Vorgänge, die zum Zelltod führen, nicht im Fokus der vorliegenden 
Arbeit standen, kann nach WIDMER et al. (1998) und MELE et al. (2004) davon ausgegangen 
werden, dass der angewendete MTT-Assay einen Zeitraum abbildet, in dem der Parasit noch keine 
Inhibition der Apoptose verursacht. 
In der eigenen Studie wurde ein Zusammenhang zwischen der Zytopathogenität eines C. parvum-
Isolates und dem klinischen Status der damit infizierten Kälber ermittelt. Von Betrieben mit Kälbern, 
welche eine ausgeprägtere Klinik aufwiesen, wurden Kryptosporidien isoliert, deren Infektion in vitro 
zum Absterben eines größeren Anteils an Zellen führte. Die Korrelation zwischen In-vivo- und In-
vitro-Daten ist unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Lagerungsdauer der Isolate vor 
Anwendung des MTT-Assay jedoch vorsichtig zu betrachten.Wurden nur die Feldisolate analysisert, 
welche innerhalb von vier Wochen im MTT-Assay getestet wurden, stellte sich die Korrelation 
zwischen In-vivo- und In-vitro-Daten in gleicher Weise dar, jedoch nicht signifikant. In 
Übereinstimmung mit GÖHRING et al. (2012) ist dies aufgrund der zahlreichen Einflussfaktoren, 
welche ebenfalls zum Allgemeinbefinden eines Kalbes auf einem landwirtschaftlichen Betrieb 




Feststellung eines möglichen Zusammenhangs zwischen der in vitro ermittelten Zytopathogenität und 
der Ergebnisse der klinischen Untersuchung in vivo sehr schwierig. Um den Phänotyp der isolierten 
Parasitenstämme in vivo besser beschreiben zu können, müsste jedes Isolat in einem Tiermodell unter 
standardisierten Bedingungen getestet werden. Eine Extrapolation von klinischen Befundungen an 
Mäusen als Labornagermodell auf den eigentlichen Wirt von C. parvum, das Kalb, wäre kaum 
zielführend, weil die Maus nur unter Immunsuppression oder als Knock-out-Züchtung einen 
geeigneten Wirt für den Parasiten darstellt. Tierversuche sind aus ethischen Gesichtspunkten immer 
sehr kritisch zu betrachten und erfordern zudem bürokratischen, finanziellen und personellen 
Aufwand, der im Umfang der vorliegenden Studie (26 Isolate) am Zieltier Kalb nicht umsetzbar 
gewesen wäre. Insofern bleibt die Interpretation von Zytopathogenitätsdaten mit Blick auf die 
Kälbergesundheit ein bestenfalls ansatzweise gelöstes Problem, das noch erheblichen 
Forschungsaufwand erfordert und wahrscheinlich immer Beschränkungen für die Anwendung im Feld 
unterliegen wird. 
Über eine Lagerungsdauer, die noch ohne Verlust der Oozystenviabilität einhergeht, wird in der 
Literatur widersprüchlich diskutiert, was auch an methodischen Unterschieden liegen kann. FREIRE-
SANTOS et al. (1999) haben gezeigt, dass die Intensität der Infektion in CD-1 Swiss-Mäusen 
(Oozystenzählung aus Homogenat des Mäusedarms) bereits nach 40 Tagen Lagerung der Oozysten 
unabhängig von der Temperatur (4 °C, 11 °C, 18 °C) signifikant abnimmt. Im Gegensatz dazu sahen 
LI et al. (2004) in NMRI-Mäusen qualitativ keine Beeinflussung der Infektiosität von Oozysten durch 
eine Lagerung in chloriniertem Wasser über acht Wochen. WIDMER et al. (1999) berichteten, dass 
erst nach elf Wochen Lagerung von Oozysten bei 4 °C unter Zusatz von 1 % Penicillin/Streptomycin 
geringere Ausscheidungsraten in mit diesen Oozysten infizierten ICR-Mäuse auftraten. FAYER et al. 
(1998c) kamen zu dem Ergebnis, dass nach 24 Wochen Lagerung der Oozysten bei 5 °C ohne Zusatz 
von Antibiotika qualitativ und quantitativ keine Abnahme der Infektiosität in BALB/c-Mäusen zu 
verzeichnen ist und CHEN et al. (2007) beobachteten sogar eine Zunahme der Oozystenausscheidung 
in Mäusen, wenn die Oozysten über längere Zeit bei 4°C in Wasser gelagert wurden (maximal sieben 
Monate). JENKINS et al. (2003) untersuchten die Infektiosität von C. parvum für HCT-8-Zellen und 
den Einfluss verschieden langer Lagerung der Oozysten bei 15 °C. Nach sechs Monaten konnten nur 
noch 3/4 der Zellmonolayer infiziert werden und nach acht Monaten Lagerung war der Parasit nicht 
mehr infektiös (JENKINS et al., 2003). Anhand dieser Ergebnisse kann zumindest eine qualitative 
Aussage (infektiös/ nicht infektiös) über den Einfluss verschieden langer Lagerung von Oozysten 
getroffen werden. Nach JENKINS et al. (2003) sind sechs Monate gelagerte Kryptosporidien-
Oozysten für Infektionsversuche in der Zellkultur noch nutzbar. In der vorligenden Studie ist die 
Abnahme der Zytopathogenität, als Korrelat der Infektiösität betrachtet, quantifizierbar. Die Oozysten 
wurden nach der Aufreinigung aus dem Kot in PBS suspendiert und bei 4 °C unter Zusatz von 
Penicillin/Streptomycin und Amphotericin B gelagert, wie es für Kryptosporidien gängige Praxis ist 




geringere Zytopathogenität aufwiesen, was bei zukünftigen Untersuchungen mit Feldisolaten 
unbedingt berücksichtigt werden muss. Anhand der aktuellen Daten kann geschlussfolgert werden, 
dass durch die Anwendung der Kombination aus Zellkulturinfektion und MTT-Test eine Aussage über 
die Qualität von C. parvum-Oozysten nach Lagerung bei 4 °C möglich ist. 
 
6. 5 Verbreitung von Gp60-Subtypen in Sachsen 
 
In humanmedizinischen Studien wurden Zusammenhänge zwischen der Schwere des Durchfalls 
(CAMA et al., 2007; IQBAL et al., 2011) oder dem Auftreten bestimmter Symptome (Erbrechen, 
Nasenbluten; CAMA et al., 2008) und Infektionen mit verschiedenen C. hominis-Subtypgruppen 
gefunden. Eine Gegenüberstellung klinischer Daten unter Berücksichtigung der Subtypgruppe 
unternahmen auch DEL CHIERICO et al. (2011) für mit C. parvum infizierte AIDS-Patient/en/innen. 
C. parvum der Subtypgruppe IIc sind demnach tendenziell virulenter als IIa-Isolate (DEL CHIERICO 
et al., 2011). In der vorliegenden Studie wurde dieser Aspekt aufgrund des Studiendesigns (Poolen der 
Kotproben zu jeweils einem Betriebsisolat) nicht näher analysiert. Ein definiertes In-vivo-
Infektionsmodell in der Zieltierart könnte helfen, Zusammenhänge zwischen den genotypischen 
Eigenschaften der Isolate und deren Virulenz in vivo und in vitro unter Elimination anderer 
Einflussfaktoren zu klären. Immerhin konnte für 47 Betriebsisolate eine molekulargenetische 
Charakterisierung vorgenommen werden. Dafür wurde der am häufigsten verwendete Genlokus, gp60, 
verwendet (KHAN et al., 2018), weil er sich auch innerhalb derselben Kryptosporidien-Spezies in 
einem für Serin codierenden Trinukleotidbereich als hoch polymorph darstellt (STRONG et al., 2000; 
LEAV et al., 2002). Es wurde einerseits eine bereits etablierte Gp60-nested-PCR durchgeführt 
(GLABERMAN et al., 2002; ALVES et al., 2003). Des Weiteren wurde ein neues Primerpaar kreiert, 
um Unterschiede in der Nukleinsäureabfolge des Gens außerhalb des Serin-codierenden Bereiches 
detektieren zu können. Mit der Amplifikation in nur einer PCR-Reaktion wurde das Risiko der DNA-
Kontamination minimiert (ZAHEDI et al., 2017). 
 
In sieben Betrieben konnten mittels Anwendung zweier PCR-Verfahren zwei verschiedenen Subtypen 
identifiziert werden. Auch in anderen Studien wurde bereits vom Vorkommen verschiedener Subtypen 
in einer Herde berichtet. In England und Wales wurden nichtidentische Subtypen innerhalb eines 
Betriebes in separat gehaltenen Gruppen gefunden (SMITH et al., 2014). In weiteren Studien über den 
Nachweis verschiedener Gp60-Subtypen in demselben Betrieb erfolgte kein Aufschluss darüber, wie 
die mit C. parvum infizierten Tiere zueinander gruppiert waren, um das Autreten des genetischen 
Polymorphismus erklären zu können (HECKLER et al., 2015; TAYLAN-OZKAN et al., 2016; DÍAZ 




Beprobung als Ursache für die Anwesenheit zweier verschiedener Subtypen in einem französischem 
Betrieb. In der sächsischen Milchviehhaltung werden die männlichen Kälber häufig im Alter von 14 
Tagen als Masttiere verkauft, wodurch eine Verschleppung der Kryptosporidien in andere Bestände 
durchaus denkbar ist. Die Remontierungsrate der weiblichen Nachzucht ist dagegen üblicherweise 
sehr hoch. Die Einschleppung eines neuen Kryptosporidienstammes durch Zukauf von Kälbern ist 
daher in Milchviehbeständen eher unwahrscheinlich. Mit einer individuellen Aufbereitung aller 
Kotproben für die PCR wären in der vorliegenden Studie genauere Schlussfolgerungen über die 
Verteilung der verschiedenen Subtypen innerhalb eines Betriebes möglich gewesen. Durch Reanalyse 
von C. parvum positiven Kotproben mittels Next Generation Sequencing konnten ZAHEDI et al. 
(2017) sogar verschiedene Gp60-Subtypen in einem Wirt detektieren. Die detailierte Detektion aller 
vorhandenen Subtypen stand jedoch nicht im Fokus der aktuellen Arbeit und die Anwendung von Next 
Generation Sequencing hätte den finanziellen Rahmen der Studie gesprengt. Es sollte aus 
epidemiologischer Sicht ein Überblick über die in Sachsen vorkommenden Gp60-Subtypen gegeben 
werden, welche abgesehen von zwei deutschlandweiten Studien (BROGLIA et al., 2008; GÖHRING 
et al., 2012) regional noch nicht untersucht wurden. Das Auffinden der auf einem Betrieb 
vorherrschenden C. parvum-Subtypen war trotz der methodischen Limitierungen (Generierung von 
Betriebsisolaten, Sanger sequencing) möglich. Die vorliegende Arbeit leistet damit einen wichtigen 
Beitrag zum Verständnis der Kryptosporidien-Population in Sachsen. 
Der Subtyp IIaA15G2RI erwies sich, wie auch im gesamten Bundesgebiet (BROGLIA et al., 2008; 
GÖHRING et al., 2012) und in westlich an Deutschland angrenzenden Ländern (GEURDEN et al., 
2007, Belgien; WIELINGA et al., 2008, Niederlande; FOLLET et al., 2011 und RIEUX et al., 2013, 
Frankreich) als dominierend. Im Gegensatz dazu wurde in Polen IIaA17G1R1 am häufigsten 
nachgewiesen (KAUPKE et al., 2015). Dieser Subtyp konnte in Sachsen nicht gefunden werden, ist 
jedoch in anderen mitteleuropäischen Ländern in moderater Häufigkeit vorhanden (WIELINGA et al., 
2008, Niederlande; BROOK et al., 2009, England/Wales; FOLLET et al., 2011; Frankreich; SMITH et 
al., 2014, England). In der Tschechischen Republik wurden die Subtypen IIaA15G2R1 und 
IIaA16G1R1 in jeweils 41 % der untersuchten Betriebe gefunden (KVÁČ et al., 2011). IIaA16G1R1 
wurde in Sachsen dagegen nur einmal identifiziert und ist im westlichen Europa insgesamt eher selten 
zu finden (BROGLIA et al., 2008, Deutschland; WIELINGA et al., 2008, Niederlande; FOLLET et 
al., 2011, Frankreich). In osteuropäischen Ländern (MISIC und ABE, 2007, Serbien; PLUTZER und 
KANARIS, 2007, Ungarn; IMRE et al., 2001, Rumänien; KAUPKE et al., 2015, Polen) wie auch in 
Schweden (SILVERLÅS et al., 2013) ist dieser Subtyp dagegen weit verbreitet. Auch in Estland 
konnte IIaA16G1R1 in 15 % der untersuchten Betriebe nachgewiesen werden (SANTORO et al., 
2019). Dies lässt den Verdacht zu, dass eine Verbreitung dieses Subtyps von Mitteleuropa über das 




Die molekulargenetische Charakterisierung der sächsischen Feldisolate passt insgesamt gut in das 
epidemiologische Muster in Europa, mit Ausnahme des Subtyps IIaA17G4R1, der nur in der aktuellen 
Arbeit in Sachsen gefunden wurde. Diese Besonderheit kann aktuell nicht sicher erklärt werden. Für 
eine geografische Begrenzung gibt es aufgrund der großen Durchseuchungsgefahr der Kryptosporidien 
keinen überzeugenden Grund. Es ist unklar, ob dieser Subtyp von einem Fokus in Sachsen aus eine 
weitere Verbreitung finden wird oder, ob der in Sachsen vorherrschende Subtyp (IIaA15G2R1) durch 
die vermutlich bessere Angepasstheit IIaA17G4R1 im Laufe der Zeit verdrängen wird. Die fast 
99 %ige Homologie der generierten Gensequenz dieses Subtyps zu Proben, welche bei bovinen und 
humanen Fällen von Kryptosporidiose in Australien analysiert wurden (WALDRON et al., 2011a; b) 
verdeutlicht jedoch, dass dieser Subtyp eine zoonotische Relevanz haben könnte. 
Beachtenswerter ist, dass alle in den eigenen Studien gefundenen Feldisolate der Subtypgruppe IIa 
angehören und damit eine potentielle Infektionsquelle für den Menschen darstellen. Untersuchungen 
im Zuge eines Kryptosporidioseausbruchs in Schweden haben gezeigt, dass der direkte Kontakt mit 
infizierten Kälbern durchaus einen möglichen Übertragungsweg darstellt (KINROSS et al., 2015). In 
dieser Studie wurde in Stuhlproben von Veterinärmedizinstudenten, die nach praktischer Tätigkeit in 
der ambulatorischen Tierklinik an Durchfall erkrankt waren, und in Kotproben von Kälbern C. parvum 
IIaA16G1R1 identifiziert. Damit kann als sicher gelten, dass Tierärzte und Landwirte einem 
besonderen Erkrankungsrisiko ausgesetzt sind. Vor diesem Hintergrund muss kritisch hinterfragt 
werden, ob ein Kontakt insbesondere von Kindern zu jungen Wiederkäuern („Ferien auf dem 
Bauernhof“, „Streichelzoo“) wünschenswert ist. Häufiger stellen jedoch verunreinigte Wasserquellen 
die Ursache für humane Kryptosporidioseausbrüche dar (CACCIÒ und CHALMERS, 2016). 
WARD et al. (2002) fanden in Süddeutschland neben C. muris und C. hominis in zahlreichen Proben 
von Flusswasser, in das konventionell aufbereitetes Abwasser eingeleitet wurde, auch C. parvum. In 
Norddeutschland erwies sich Abwasser vor (100 %) und nach Durchlauf (80 %) einer solchen 
Aufbereitungsanlage als stark mit C. parvum kontaminiert (AJONINA et al., 2012). In Nordrhein-
Westfalen fand man in 29 % (STRATHMAN et al., 2016) bzw. 67 % (KISTEMANN et al., 2012) der 
Flusswasserproben Kryptosporidien. Eine umfangreiche Studie von GALLAS-LINDEMANN et al. 
(2013) wies den Parasiten in allen Formen von Oberflächenwasser entlang des Rheins und sogar in 
3/24 Trinkwasserproben nach. Als Kontaminationsquelle wird unter anderem die Ausbringung von 
Gülle aus der Tierhaltung vermutet (STRATHMAN et al., 2016). Eine Charakterisierung auf Spezies- 
oder Subtypebene wurde in diesen Studien nur teilweise oder gar nicht vorgenommen, was eine 
Aussage zum Zoonoserisiko erschwert und die Initiierung von Maßnahmen zur Reduktion der 
Infektionsgefahr für den Menschen behindert. Bisherige Ausbrüche humaner Kryptosporidiose 
größeren Ausmaßes konnten in Deutschland auf C. parvum (keine Subtypisierung, BROCKMANN et 





Natürlich infizierte Kälber oder auch Lämmer kleiner Wiederkäuer können eine sehr hohe Anzahl von 
gegen Umwelteinflüsse recht resistenten C. parvum-Oozysten ausscheiden. Sie stellen somit direkt 
über Tierkontakt oder indirekt über eine Kontamination von Oberflächenwasser eine Infektionsquelle 
für den Menschen dar. Über die Belange der Tiermedizin hinaus, deren Aufgabe der Schutz von 
Tierbeständen vor Erkrankung und im Fall der Kryptosporidiose insbesondere junger Tiere ist, ist es 
ebenso wichtig die Epidemiologie der Kryptosporidien unter Berücksichtigung genotypischer und 
phänotypischer Eigenschaften weiterführend zu erforschen, um Tier und Mensch vor dieser Zoonose 
besser schützen zu können. Eine höhere Aufmerksamkeit für diese im Allgemeinen eher unterschätzte 
Parasitose ist von Nöten, und es sollte überlegt werden, wie betriebsspezifische Konzepte für die 
landwirtschaftliche Nutztierhaltung zur Kontrolle von C. parvum im Sinne eines One-Health-Ansatzes 
erarbeitet werden können. Die Integration molekularbiologischer Methoden zur 
Speziesdifferenzierung und Subtypisierung in die routinemäßige Untersuchung diagnostischer Labore 
kann helfen abzuschätzen, ob die Präsenz von Kryptosporidien in einer Herde mit besonderen Risiken 
assoziiert ist. In-vitro-Testverfahren sollten auf ihre Tauglichkeit als Werkzeuge zur Charakterisierung 
zytopathogener Eigenschaften weiter untersucht und gegebenenfalls fortentwickelt werden. Auf dieser 
Basis wäre es vorstellbar, dass zukünftig im Labor Aussagen zur Virulenz entweder im 
Zellkulturversuch oder idealerweise durch Subtypisierung möglich wären. Unbenommen davon ist die 
Kryptosporidiose eine multifaktorielle Erkrankung, die zahlreichen Einflüssen in der Tierhaltung 
unterliegt, sodass eine präzisere Methodik den gesamtheitlichen Blick auf die Diagnostik und Klinik 
der Kryptosporidiose nicht ersetzen kann. Zumindest für die Erforschung möglicher Virulenzfaktoren 
ist die Evaluation der Zytopathogenität, auch wenn sie sich nicht für die Routinediagnostik eignen 
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Einleitung: Die Kryptosporidiose der Kälber wird zumeist durch die Spezies C. parvum 
verursacht, einem ubiquitär verbreiteten Parasiten mit zoonotischem Potential. Die Infektion 
geht insbesondere in den ersten Lebenswochen mit wässrigem Durchfall einher, was in der 
Nutztierhaltung durch eine erhöhte Sterblichkeit enorme wirtschaftliche Verluste bedeuten 
kann. Neben einer Vielzahl anderer Einflussfaktoren trägt der Erreger mit unterschiedlicher 
Virulenz zur Ausprägung der Klinik bei. Aufgrund limitierter kausaler Therapeutika ist das 
Desinfektionsmanagement auf einem Kälber haltenden Betrieb bei der Bekämpfung 
entscheidend. Epidemiologische Studien sind essentiell, um die eher unterschätze Parasitose im 
Sinne eines One-Health-Ansatzes mehr in den Fokus der Aufmerksamkeit zu rücken. 
Ziele der Untersuchungen: Mit der Testung verschiedener chemischer Substanzen und UV-
Bestrahlung auf die Wirksamkeit gegen C. parvum-Oozysten sollten mögliche Alternativen zu 
den antiprotozoären Desinfektionsmitteln für das Labor aufgezeigt werden. Anhand von 
Sequenzanalysen des Gp60-Genlokus wurden C. parvum-Feldisolate von Kälbern aus 
sächsischen Milchviehbetrieben molekulargenetisch charakterisiert, um einen Überblick über 
die im Untersuchungsgebiet verbreiteten Subtypen generieren zu können. Diese Feldisolate 
wurden außerdem in vitro unter standardisierten Laborbedingungen in humanen 
Adenokarzinomzellen (HCT-8) auf Zytopathogenität getestet, um möglicherweise auf die 
Erregervirulenz in vivo rückschließen zu können. 
Tiere, Material und Methoden: C. parvum-Oozysten eines Laborstammes wurden in 
denaturiertem Ethanol, Ethanol (70 %, 100 %), Wasserstoffperoxid (H2O2, 3 %, 10 %) oder 
Natriumhypochlorit (NaOCl, 1,5 %, 3 %, 6 %) über 30 min, 2 h, 4 h, 12 h oder 24 h in 
Suspension inkubiert oder auf einem Keimträger über 10 min, 20 min und 30 min einer UV-C-
Strahlung ausgesetzt. Anschließend wurden mit diesen Oozysten HCT-8-Zellen infiziert und die 




In einer epidemiologischen Studie wurden bis zu 13 Kälber aus 61 Milchviehbetreiben klinisch 
untersucht. Entnommene Kotproben wurden nach ihrer Konsistenz gescort und semiquantitativ 
mittels Heine-Färbung auf Cryptosporidium spp. untersucht. Gewonnene Feldisolate wurden in 
vitro zur Infektion von HCT-8-Zellmonolayern verwendet, um deren Zytopathogenität mit Hilfe 
eines Zellviabilitätsassay (MTT-Assay) zu ermitteln. Nicht infizierte Zellmonolayer dienten als 
Negativkontrolle. Zur genetischen Subtypisierung der Feldisolate erfolgten Sequenzanalysen 
des Gp60-Genlokus mittels Amplifizierung in zwei unterschiedlichen PCR-Verfahren.  
Alle Zellkulturexperimente wurden in Triplikaten durchgeführt und der Mittelwert 
(Inaktivierungsstudien) bzw. der Median (Zellviabilität) errechnet. Die ermittelten Daten 
wurden auf Normalverteilung getestet (Shapiro-Wilk-Test). Gruppenvergleiche erfolgten mit 
dem Mann-Whitney-U-Test (keine Normalverteilung) bzw. dem t-Test (Normalverteilung). 
Korrelationsanalysen wurden mit dem Pearson-Korrelationskoeffizienten durchgeführt. 
Ergebnisse: Die Anwendung von 10 %igem H2O2 mit einer Einwirkzeit von mindestens 12 h 
sowie die Inkubation in NaOCl (3 % und 6 %) über 12 h führte zu einer fast vollständigen 
Inaktivierung (> 99 %) der C. parvum-Oozysten. Diese Effektivität wurde auch mit der UV-
Bestrahlung über 30 min (100 mJ/cm2) erreicht. 
89 % (455/512) der beprobten Kälber wurden positiv auf Cryptosporidium spp. getestet und in 
jedem Betrieb wurde mindestens ein Ausscheider detektiert. Infizierte Tiere zeigten signifikant 
häufiger Durchfall als negativ Getestete. Die Subtypisierung war für 47 Feldisolate erfolgreich. 
IIaA15G2R1 wurde in 66 % der Betriebe gefunden, IIaA16G3R1 in 13 %. Acht weitere Gp60-
Subtypen der Gruppe IIa wurden weniger häufig (< 8,5 %) nachgewiesen, der Subtyp 
IIaA17G4R1 dabei erstmals in Deutschland. 
26 Feldisolate konnten in vitro auf ihre Zytopathogenität getestet werden. Es wurden Werte 
zwischen 17,7 % (± 5,1 %) und 99,5 % (± 7,1 %) lebender Zellen nach Infektion ermittelt. Die 
Feldisolate wurden in drei Zytopathogenitätskategorien gruppiert. Es wurde eine signifikante 
Korrelation zwischen In vitro- und In-vivo-Daten ermittelt. Außerdem hatte die Lagerungsdauer 
der Oozysten signifikanten Einfluss auf die Zytopathogenität. 
Schlussfolgerungen: UV-C-Strahlen (100 mJ/cm2) und 10 %iger H2O2 sind bei Einhaltung 
entsprechender Einwirkzeiten geeignet C. parvum-Oozysten effizient zu inaktivieren. Die 
Studienergebnisse bestätigen in einem regional eingeschränkten Rahmen, dass C. parvum als 
Primärpathogen entscheidend am Durchfallgeschehen junger Kälber beteiligt ist. Alle in 
Sachsen detektierten Subtypen weisen ein zoonotisches Potential auf. Durch die Anwendung 
des MTT-Assay ist eine Aussage über die Qualität von C. parvum-Oozysten nach Lagerung bei 
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Introduction: Bovine cryptosporidiosis is mostly caused by the species C. parvum, a 
ubiquitously spread parasite with zoonotic potential. The infection is associated with watery 
diarrhoea, especially in the first weeks of life, which can lead to enormous economic losses in 
livestock farming due to increased mortality. In addition to a multitude of other influencing 
factors, the pathogen with variation in virulence contributes directly to the clinical course of the 
disease. Due to limited causal therapeutics, disinfection management on a calf holding is crucial 
to control the infection. Epidemiological studies are essential in order to focus more on the 
rather underestimated parasitosis in the sense of a one-health approach. 
Aims of the investigations: By testing various chemical substances and UV irradiation for 
efficacy against C. parvum oocysts, possible alternatives to antiprotozoal disinfectants for the 
laboratory were to be identified. Using sequence analyses of the gp60 gene locus, C. parvum 
field isolates of calves from Saxon dairy farms were molecularly characterized in order to 
generate an overview of the common subtypes in the study area. These field isolates were also 
tested for cytopathogenicity in vitro under standardized laboratory conditions in human 
adenocarcinoma cells (HCT-8) in order to possibly deduce to the pathogen’s virulence in vivo. 
Animals, materials and methods: C. parvum oocysts of a laboratory strain were incubated in 
suspension in denatured ethanol, ethanol (70 %, 100 %), hydrogen peroxide (H2O2, 3 %, 10 %) 
or sodium hypochlorite (NaOCl, 1.5 %, 3 %, 6 %) for 30 min, 2 h, 4 h, 12 h or 24 h. 
Furthermore, C. parvum oocysts were exposed to UV-C radiation for 10 min, 20 min and 30 
min on a germ carrier. Subsequently, HCT-8 cells were infected with these oocysts and the 
infectivity was quantified by real-time PCR. 
In an epidemiological survey, up to 13 calves from 61 dairy farms were clinically examined. 
Faecal samples were scored for consistency and semi-quantitatively examined for 




infection of HCT-8 cell monolayers to determine their cytopathogenicity using a cell viability 
assay (MTT assay). Non-infected cell monolayers served as negative controls. A C. parvum 
laboratory strain was tested alongside in every assay. For genetic subtyping of the field isolates, 
sequence analyses of the gp60 gene locus were performed after amplification by two different 
PCR methods. 
All cell culture experiments were performed in triplikates and means (inactivation studies) or 
medians (cell viability values) were calculated. The data were tested for normal distribution 
(Shapiro-Wilk test). Group comparisons were made with the Mann-Whitney U test (non-
normally distributed data) or the student`s t-test (normally distributed data). Correlation 
analyses were performed using the Pearson’s correlation coefficient. 
Results: The application of 10 % H2O2 with an exposure time of at least 2 h and the incubation 
in NaOCl (3 % and 6 %) over 12 h led to an almost complete inactivation (> 99 %) of C. 
parvum oocysts. This effectiveness was also achieved by UV irradiation over 30 min (100 
mJ/cm2). 
89 % (455/512) of the calves sampled were tested positive for Cryptosporidium spp. and at least 
one oocyst excreter was detected in each farm. Infected animals suffered significantly more 
from diarrhoea than uninfected. Subtyping was successful for 47 field isolates. IIaA15G2R1 
was found in 66 % of the farms, IIaA16G3R1 in 13 %. Eight further gp60 subtypes of group IIa 
were found less frequently (< 8.5 %). This is the first detection of subtype IIaA17G4R1 in 
Germany. 
27 field isolates could be tested in vitro for their cytopathogenicity. Values between 17.7 % (± 
5.1 %) and 99.5 % (± 7.1 %) of living cells after infection were determined. The field isolates 
were grouped into three cytopathogenicity categories. A significant correlation between in vitro 
and in vivo data was found. Furthermore, the storage time of the oocysts had a significant 
influence on cytopathogenicity. 
Conclusions: UV-C irradiation (100 mJ/cm2), 10 % H2O2 and NaClO (3 %, 6 %) are suitable for 
efficiently inactivating C. parvum oocysts when the appropriate exposure times are observed. 
The study results confirm, within a limited regional scope, that C. parvum as primary pathogen 
is decisively involved in the event of calf diarrhoea and that the parasite has an ubiquitous 
distribution. All subtypes detected in Saxony have a zoonotic potential. The use of MTT assay 
allows a statement to be made about the quality of C. parvum oocysts after storage at 4 °C. 
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